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RESUMO

O estudo dos meios reacionais entre catecolaminas e metais de transicdo tem
grande importancia em varias areas da quimica, inclusive na quimica do meio
ambiente devido a formacdo de compostos potencialmente téxicos. As
catecolaminas em presenca de O2 sao oxidadas formando melanina, um complexo
insolUvel em meio aquoso, no entanto em meio de S203% e metais de transicdo ha
formacdo de complexos de transferéncia intraligante do tipo: ligante-ligante .
Apresentamos neste trabalho a investigagdo da reagao entre dopamina, L-dopa,
noradrenalina, adrenalina com Cu(ll) em presenga de S$203% em meio aquoso. Os
complexos anidnicos [Cu(L™)3]", L = dopasemiquinona ou L-dopasemiquinona,
foram preparados e caracterizados. Os complexos foram estaveis em solugéo
aquosa mostrando intensas bandas de absor¢do em 605 nm para Cu(ll)-L-
dopasemiquinona e 595 nm para Cu(ll)- dopasemiquinona para espectro de UV-Vis,
de transicbes de carga intraligantes. Noradrenalina e adrenalina, nas mesmas
condi¢cdes, nao formaram complexos com cobre, mas apresentaram modificacoes
em bandas na regido do UV mostrando que a adrenalina e noradrenalina foram
oxidadas durante o processo. Os complexos foram analisados por espectroscopia
Raman Ressonante e a banda intensa em 1384 cm™ foi atribuida aos estiramentos
v(CC) + v(CO) para formas semiquinonicas. Por espectroscopia de (Ressonancia
Paramagnética Eletrénica) EPR, obteve-se os sinais de radicais organicos com g =
2.0115 e g = 1,9980, e para Cu(ll) os valores de g = 2.0923 e g = 2.0897 que
complexou com L-dopasemiquinona e dopasemiquinona, respectivamente. A
possibilidade de formacédo de complexos estaveis de cobre com dopamina e L-dopa
em pH neutro, e ndo para adrenalina e noradrenalina, pode ser importante para o
entendimento de como o complexo Cu(ll)-dopamina atravessaria a membrana
celular como proposto na literatura e a sua relagdo com o surgimento da doencga de
Wilson.

Palavras-chave: Catecolaminas. Espectrofotometria UV-vis. Semiquinona. Doenca
de Wilson.
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ABSTRACT

The anionic complexes [Cu(L™)3]", L = dopasemiquinone or L-dopasemiquinone,
were prepared and characterized. The complexes are stable in aqueous solution
showing intense absorption bands at 605 nm for Cu(ll)-L-dopasemiquinone and at
595 nm for Cu(ll)-dopasemiquinone in the UV-Vis spectra, that can be assigned to
intraligand transitions. Noradrenaline and adrenaline, under the same experimental
conditions, did not yield Cu-complexes, despite the bands in the UV region indicate
that noradrenaline and adrenaline were oxidized during the processes. The
complexes display a resonant Raman effect, and the most enhanced bands involve
ring modes and particularly the v(CC) + v(CO) stretching mode at 1384cm™. The free
radical nature of the ligands and the oxidation state of the Cu(ll) were confirmed by
the EPR spectra that display absorptions assigned to organic radicals with g =
2,0115 and g =1,9980 and for Cu(ll) with g = 2.0923 and g = 2.0897 for L-
dopasemiquinone and dopasemiquinone, respectively. The possibility that dopamine
and L-dopa can form stable and aqueous soluble copper complexes at neutral pH,
whereas noradrenaline and adrenaline cannot, may be important in understanding
how Cu(ll)-dopamine crosses the cellular membrane as proposed in the literature to
explain the role of copper in Wilson disease.

Key words: Catecolamines. Spectophotometer UV-vis. Semiquinone. Wilson
disease.
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1 INTRODUCAO

1.1 CATECOLAMINAS

As catecolaminas pertencem ao grupo de aminas derivadas da
fenilalanina (2-Amino-3-phenylpropanoic acid, C9H11NO2,) que é um aminoacido
essencial da dieta humana ou diretamente do metabdlito tirosina (3-[4-
Hydroxyphenyl] alanine)". As principais catecolaminas s3o; dopamina (3,4-
Dihydroxyphenethyl-amine), L-dopa (L-3,4-Dihydroxyphenyl-alanine), norepinefrina
(1-[3,4-Dihydroxyphenyl]-2-aminoethanol) ou noradrenalina, a epinefrina (4-[1 -

21 A fenilalanina é

Hydroxy-2-(Methylamino)ethyl]-1,2-benzenediol) ou adrenalina
convertida em tirosina pela enzima fenilalanina hidroxilase, a tirosina por sua vez é
transformada em levodopa, ou L-dopa, pela enzima tirosina hidroxilase. A L-dopa é
convertida em dopamina através da enzima dopa-descarboxilase, que através da
dopamina beta hidroxilase € transformada em noradrenalina que por fim é convertida

em adrenalina pela enzima feniletanolamina-N-metil-transferase. Esquema 1.

Tirosina Hidroxilase
Fenilalanina——— Tirosina ——— L-Dopa
Fenilalanina
Hidroxilase Dopa
Descarboxilase

Dopamina

Dopamina Beta

Feniletanolamina N metil Oxidase
. Transferase
Adrenaling «— - Noradrenalina

Esquema 1 - Processos enzimaticos de transformagdes das catecolaminas®™
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As catecolaminas exercem efeitos excitatorios e inibitorios ou
moduladores tanto no sistema nervoso periférico, exercido pelo sistema nervoso
simpatico, quanto no sistema nervoso central (SNC), exercido principalmente pelas
vias noradrenérgicas e dopaminérgicas. No SNC a ativacdo simpatica acarreta
estimulagao da respiracdo e aumento da atividade psicomotora.

Os efeitos excitatérios sdo exercidos nas células dos musculos lisos
do leito vascular que irriga a pele, mucosas, promovendo a vasoconstricdo. Sobre a
atividade cardiaca, a estimulacdo simpatica acarreta aumento da freqiéncia
cardiaca e da for¢a de contracdo da musculatura cardiaca.

Os efeitos inibitérios, ao contrario, sdo exercidos na musculatura lisa

estomacal, arvore brénquica e leito vascular da musculatura esquelétical®.

1.1.1 Catecolaminas, Neurotransmissores

As catecolaminas sdo neurotransmissores de baixo massa molecular
e tem varios efeitos sobre as funcdes das células neuronais®.

O impulso nervoso, ao se propagar em diregdo a seu destino,
normalmente ndo o atinge através de um unico neurdnio. Geralmente, o impulso
alcanga o terminal de um nervo que esta em contato com outra estrutura. O local de
contato € denominado de sinapse ou junc¢do sinaptica. O elemento pré-
sinaptico é a porgao terminal da fibra nervosa, axénio (Figura 1). O elemento pds-
sinaptico € o dendrito, ou corpo neuronal, do neurénio seguinte da via, ou uma célula
muscular cardiaca, esquelética ou lisa, ou uma glandula. Esses estdo separados por
uma distancia de 15 a 100 nm, denominada fenda sinéptica. A transferéncia de
informacéo através da juncao sinaptica é chamada de transmisséo sinaptica,
que pode ser quimica ou elétrica. Em vertebrados, a maioria das sinapses sao
quimicas. A transmisséo quimica é feita através da liberagdo de uma substancia do
elemento pré-sinaptico da jungao, o neurotransmissor. O neurotransmissor atravessa
a fenda sinaptica e atua nos receptores, canais ligantes-dependentes, presentes na

membrana do elemento pds-sinaptico .
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Figura 1l - Diagrama de uma sinapse. (A) Axdnio pré-sinaptico (B) fenda sinaptica e (C)
célula pos-sinaptical®'’.

1.2 Estresse oxidativo

Atualmente, devido ao aumento da expectativa de vida da
populagao, existe um crescente interesse no estudo de doengas neurodegenerativas
como doengca de Alzheimer, doenga de Parkinson, corea (por referir-se a
movimentos coréicos e néo originario da Coreia) de Huntington e esclerose lateral
amiotréfica (ELA). Uma vertente destes estudos demonstra que o estresse oxidativo
tem papel importante e pode até mesmo desencadear o0 processo de
neurodegeneracdo. Esta vertente é fortalecida pelo fato de que neurbnios sao
altamente propensos a situacbes de estresse oxidativo. O estresse oxidativo é
definido como a situagdo na qual a formacdo de espécies reativas excede
significativamente a capacidade de defesa antioxidante e de reparo do organismo,
tendo como consequéncia o aumento de danos a biomoléculas (DNA, lipidios,
proteinas).

Estes danos, quando nao reparados, acabam comprometendo o
funcionamento da célula e levando a morte por apoptose ou necrose. Marcadores de
estresse oxidativo, como carbonilas protéicas, nitro-tirosina, produtos de
peroxidagao lipidica e bases de DNA oxidadas, sdo detectados em concentracdes
aumentadas em tecidos de pacientes e modelos animais das doencas de Alzheimer
e de Parkinson bem como na ELA. Neste contexto, a investigacao de situagdes de

estresse oxidativo no sistema nervoso central (SNC) é primordial para compreender
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como espécies oxidativas contribuem para a patologia de doencgas
neurodegenerativas. Todos os tecidos humanos sofrem lesbes oxidativas, porém,
por diversas razdes, o sistema nervoso central & especialmente sensivel.
Primeiramente, o SNC tem capacidade reduzida de regeneragcdo celular em
comparagao com outros 6rgéos. Isto porque os neurbnios de um individuo adulto
sdo ceélulas pos-mitéticas, ou seja, ndo se replicam mais.

A morte de neurbnios induzida por toxinas ou pelo processo normal
de envelhecimento pode causar sérios comprometimentos ao sistema nervoso. Em
segundo lugar, caracteristicas intrinsecas do SNC e de seu metabolismo, as quais
serdo abordadas mais adiante, o tornam mais propenso a danos causados por
espécies oxidantes. O consumo de oxigénio (O2) pelo cérebro € muito elevado. Em
humanos, o cérebro é responsavel por cerca de 20% do consumo total de O2. A
grande demanda por O2 deve-se ao alto consumo de ATP (4x10?' ATP/min) pelos
neurdnios, para manter o potencial de membrana e o fluxo de neurotransmissores.
Isto significa que os neurdnios dependem muito da eficiéncia das mitocdndrias.
Todavia, elétrons podem vazar da cadeia de transporte de elétrons e gerar espécies
reativas de oxigénio (EROs) que, por sua vez, podem danificar a mitocondria. Em
contrapartida, a mitocéndria lesada apresenta maior vazamento de elétrons e,

[ Muitos dos

consequentemente, produz mais EROs, gerando um ciclo vicioso
neurotransmissores sao oxidaveis. A dopamina, seu precursor levedopa (L-dopa)
Fig.3 e noradrenalina, por exemplo, reagem com O2" gerando o anion radical
superéxido (02"), peréxido de hidrogénio (H202), quinonas e semiquinonas
reativas. Experimentos demonstraram que o radical O," é formado no cérebro em
condigdes normais e também em diferentes situacdes de estresse, como a isquemia
(falta de suprimento sanguineo para um tecido organico), inibicdo da cadeia de
transporte de elétrons e neurotoxicidade do glutamato, que estd envolvido na
formacao de lesdes no tecido cerebral. A isquemia também pode causar a liberagao
de metais de transicdo como, por exemplo, de ions ferro capazes de catalisar a
formagéao de radical (HO'), e o dano de mitocéndrias, aumentando o "vazamento" de

elétrons, a peroxidagao lipidica e a oxidagéo de neurotransmissores!’*®.
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1.3 DIOXOLENOS

O termo dioxoleno (Diox) é usado para ligantes derivados de 1,2-
dioxobenzeno, sem especificar o estado de oxidacao, isto &, para catecolato dianion
(L%), o-semiquinona radical anion (L"), ou quinona (L), sem especificar os
substituintes do anel benzeno'®.

Catecdis, semiquinonas e quinonas sao ligantes dioxolenos
altamente reativos e importantes por estarem presentes em moléculas bioldgicas,
por apresentarem interessantes propriedades redox, magnéticas“ol, estruturais,
eletroquimicas, e por possuirem seletividade em investigagdes espectroscépicas e
também de eletrotransferéncial'l. Dioxolenos sao ligantes que apresentam grande
atividade de oxi-reducédo, e portanto suas coordenacdes quimicas e estruturas
eletrdnicas desses compostos sdo as mais variadas possiveis!'"'?. A quimica dos
dioxolenos e metais de transicdo € bem conhecida. Os complexos com metais de
transicdo da segunda e terceiras fileiras da tabela peridédica exibem caracteristicas
quimicas e de transferéncia de elétrons bem diferentes!". Estudos de complexos de
coordenacao de metais de transicdo contendo ligantes catecolatos e semiquinonas
tem mostrado propriedades interessantes, resultado da similaridade entre energias
dos niveis eletrbnicos n da quinona com orbitais d dos metais. Essas propriedades
incluem estudos de equilibrio de eletro-transferéncia metal-ligante e trocas
magnéticas envolvendo o radical semiquinona do tipo metal-ligante e ligante-
ligantel™®. Os espectros eletronicos dos complexos dioxolenos séo freqiientemente

dominados por bandas de transferéncia de carga e transigdes intraligantes!'%.

1.3.1 Catecolatos, Semiquinonas e Quinonas

A variacdo na delocalizagdo de elétrons nos complexos de
dioxolenos € uma caracteristica fisico-quimica interessante. As reagdes redox dos
dioxolenos podem originar trés possiveis formas: di-anion radical catecolato (L*), o

mono-anion radical semiquinona (L") e quinona (L). Como ilustrado figura 2.
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Figura 2 - Dic[)1>§]olenos nas formas: Catecolato (L?), semiquinona (L") e quinona
(L

O espectro eletrénico na regido do visivel de complexos de catecois
e quinonas é relativamente facil de interpretar, por apresentarem transferéncia de
carga do ligante para o metal (LMCT), ou do metal para o ligante (MLCT).
Complexos metal-catecolatos sdo bastante interessantes devido a sua atividade
redox, a sua presenca em sistemas bioldgicos, catecol dioxigenase!’, e por serem
agentes sequestrantes de metall'® e ainda pela habilidade dos ligantes catecolatos,
em estabilizar estruturas através de coordenacdes favoraveis!'). Complexos
coloridos de Fe(lll) com ligantes catecolatos sdo bem conhecidos e usados em
testes analiticos, e a intensa coloracdo formada se deve a transferéncia de carga
entre o metal e o ligante. Catecdis podem promover estresse oxidativo, tendo como
inicio a liberagao do ferro da ferritina (a mais importante proteina de reserva do ferro
encontrada nas células envolvidas na sintese de compostos férricos e no
metabolismo) no cérebro, onde o metal catalisa a producéo de radicais hidroxila (HO
*)[18]. Um exemplo de complexos metal-catecolato pode ser encontrado em
sistemas biolégicos como; catecol-dioxigenases ou sideréforos, todos com alta
estabilidade termodinamical’™. Outra importante caracteristica dos complexos
catecolatos é a possibilidade de ocorréncia de oxidacdo em sua estrutura gerando
um anion radical semiquindnico (SQ)'". Os radicais o-semiquinona sdo ligantes
notaveis, habéis para formar ligacbes estaveis com metais de transicdo ou nao.
Frequentemente semiquinonas (SQ) comportam-se como radicais organicos que se
estabilizam por coordenacao®®. Os espectros dos complexos semiquindnicos sdo
mais complicados, devido as transigbes internas dos ligantes na regido do

ultravioleta préximo, e transigdes no infravermelho préximo e MLCT e LMCT!?,
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1.4 L-dopa (LEVODOPA)

HaN 0

<

HD—<%>- — OH
HO

Figura 3 - Estrutura molecular de L-dopa

Foi James Parkinson, um médico inglés, que em 1817, que primeiro
descreveu detalhadamente os sintomas da paralisia agitante, ou paralisia com
tremor. Cerca de 70 anos mais tarde, o neurologista francés Jean Charcot fez
referéncia a sindrome como parkinsonismo?”. A doenca de Parkinson afeta uma em
cada cem pessoas acima dos 65 anos, sendo a segunda doenga neurodegenerativa
mais comum, s6 ficando abaixo da doenca de Alzheimer!'®. Os sinais classicos sdo:
rigidez muscular, bradicinesia (lentiddo na realizagdo de movimentos), tremor e
acinesia ou auséncia de movimentos. Existem também anormalidades na marcha,
perda da expressao facial, micrografia, instabilidade postural, dificuldades na fala e
muitos outros sintomas. Os sintomas do parkinsonismo acham-se correlacionados a
destruicdo da substancia negra por¢do compacta, sede da sintese de dopamina, que
se projeta para o estriado, através da via nigroestriatal .

Pesquisas realizadas com técnicas histoquimicas para monoaminas
(método de Flack) mostraram que as fibras provenientes da substancia negra, sao
formado por neurdnios ricos em dopamina. Os neurdnios dopaminérgicos nigrais
apresentam a peculiaridade de conter inclusées de melanina. As fibras
dopaminérgicas que tem origem na substancia nigra projetam-se ao corpo estriado
através da via nigroestriatal. Elas terminam fazendo sinapse nos neurdnios do
nucleo caudado e putamen, o que explica as elevadas concentracdes de dopamina
observadas nestes nutcleos?”. No parkinsonismo, os neurénios da substancia negra,

assim como suas projegdes nigroestriadas, degeneram; consequentemente, as
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concentragbes de dopamina nos ganglios da base se reduz ocasionando o0s
sintomas.

A administracdo de L-dopa provoca um aumento no nivel de
dopamina no cérebro. O fato que levou ao emprego de L-dopa no tratamento de
pacientes com parkinsonismo teve inicio na década de 50, quando foi observado que
a droga anti-hipertensiva reserpina, era capaz de produzir sintomas de
parkinsonismo em individuos normais, se administrada em doses elevadas. A
"sindrome da reserpina" semelhante ao parkinsonismo nao desaparece apos
aplicagao sistémica de dopamina ou de outras monoaminas, porque elas ndo sao
capazes de cruzar a barreira hematoencefalica e, portanto, sdo incapazes de
restabelecer as concentracbes destas monoaminas no SNC. No entanto, L-dopa, o
precursor da dopamina, pode cruzar esta barreira permitindo a remissdo temporaria
dos sintomas da doenca de Parkinson®.

Pesquisas mostram que com o decorrer do tempo, os receptores
dopaminérgicos dos neurbnios do estriado, onde estdo cerca de 80% dos estoques
de dopamina, diminuem gradativamente de sensibilidade, portanto, a terapia com L-
dopa tem se mostrado menos eficaz naqueles pacientes que ja tem a doenga ha
muito tempo (10 anos ou mais ).

A administracdo de L-dopa a pacientes portadores da doenca de
Parkinson apresenta os seguintes efeitos colaterais e indesejaveis como: (i)
acelerada perda de neurbnios da substancia negra e (ii) devido a instabilidade
apresentada pela molécula, esta pode ser rapidamente oxidada na presencga de
oxigénio, promovendo assim, a geragao de radicais livres. A produgédo de radicais
livres pode levar ao estresse oxidativo, peroxidagao de lipidios das membranas e
disfuncdo mitocondrial, ocasionando a morte!'®

A L-dopa oxidada por (O2) ou pela agado oxidativas de enzimas,
pode produzir semiquinonas, o-quinonas e diversos radicais livres como, peréxido de
hidrogénio (H202) e superéxido (0O27). In vitro, a autoxidagdo da L-dopa, tem
mostrado a geragdo de metabdlitos que causa estresse oxidativo levando a uma

destruicdo neuronal e necrose celular!'®,



1.5 DOPAMINA
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Figura 4 - Estrutura molecular de Dopamina

Dopamina (CgH11NO3), € uma catecolamina neurotransmissora

derivada da L-dopa, distribuida por todo cérebro.
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Figura 5 - Representacao de liberagdo da Dopamina atravessando a fenda sinaptica e
chegando a seu receptor?'!
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A dopamina em solugdo neutra é representada em sua forma

+

protonada e descrita como H,DAH , na qual o grupo fendlico é escrito na esquerda
de H.

Seu mecanismo da constante de equilibrio € descrita abaixo, (Note

+

que nesta configuragdo da dopamina é descrito como H3DA , sem diferenciagdes
entre os hidrogénios). Estudos mostram que a primeira constante de estabilidade de
dissociagdo da dopamina € baixo (Tabela 1), ou seja facilmente oxidado e também

dependente da presenca das variaveis: luz e oxigénio (Figura 6), assim ha

[22]
diferencas no equilibrio acido-base

Tabela 1 - Valores das constantes de dissociagao da espécie Dopamina na literatura

Referéncias pKai pKaz pKaz
Hi:DA~ H-DA HDA-

|.LF. Sedeh?® 8,93 10,49 ---

V. Zelano® 8,88 10,41

K. Rajan® 8,96 10,50

T. Kiss® 8,89 10,41 13,10

C. Gerard® 9,05 10,55 12,81

B. Grgas-Kuznar' 9,06 10,60 12,05
Sanchez —Rivera® 9,05 10,58 12,07
Kiss and Martin" 8,01 12,37 13,7

[a] I.F. Sedeh, 5. Sjoberg, L.O. O hman, J. Inorg. Biochem. 50 (1993).119-132.

[b] V. Zelano, O. Zerbinati, G. Ostacoli, Ann. Chim. (Rome) 78 (1988).273-283.

[c] K.S. Rajan, A. Skripkus, G. Marks, JM. Davies, Bicinorg. Chem. 6 (1976).93-117.
[d] T. Kiss, A. Gergely, Inorg. Chim. Acta 36 (1979).31-36.

[e] C. Gerard H. Chehhal, R.P. Hugel, Polyhedron 13 (1994).591-597.

[l B. Grgas-Kuzna, V.L. Simeon, OA. Weber, J. Inorg. Nucl. Chem. 36 (1974).2151-2154.
[g] RONALD, D., SNYDER, M. B. F. Mutation Research. N? 405, p 1-8,1998.

[h] PALOP, 5. G. R., CALATAYUD, A.M. J. M.. Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis. N® 27, p 1017-1025. 2002

pka, -0 NH.+ pkag
. + . .-’ﬁ"*-ah __,-’ﬁ“ 3
HOE\("\\]’} L““n/"'NHg j|/ x\[ e
P —
Ho~ HO™ F
-0 E]/K“V’/ pkaa O. | “‘{j/ﬁ\\"f NHE

Figura 6 - Mecanismo proposto de deprotonagcdo da Dopamina por Sanchez-Rivera et al,
2003[22].
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1.5.1 Oxidacédo da Dopamina sem Metal

Em neurbnios dopaminérgicos, o estoque de dopamina intracelular
situa-se nas vesiculas para que ocorra as neurotransmissdes. O pH baixo dentro
dessas vesiculas nao deixa a oxidacao se estabelecer, portanto a estrutura catecol
da dopamina se mantém ao invés da estrutura o-quinona aminocromo.Uma possivel

causa da dopamina agir com neurotoxicidade, é a capacidade de induzir a formagéao

[23]
de espécies reativas durante a oxidacdo a radicais . A oxidagdo de dopamina a

dopamina o-quinona, se da apos alguns passos de oxidagdes onde ocorre ciclizagéo
do anel (aminocromo) em pH fisioldgico. As evidéncias dessa oxidagcao que ocorre in
vivo sado: (i) a existéncia de polimerizacdo para formagdo da neuromelanina na
substancia negra, na qual acumula-se com o tempo no citoplasma do neurénio
causando toxicidade para células e gerando como caracteristica, pigmentagdes
escuras nas células. (ii) subprodutos da cisteina como, 5-cisteina-dopamina e

quinonas, tem sido encontrada em ratos, porcos da guinéa e também em cérebros

[23,24]
humanos

A saturagcdo de dopamina de dentro das vesiculas e pela agado da
mono-amina oxidase (MAQO) permite a oxidagdo a aminocromo n&o téxicos, mas

com a redugdo de um elétron, induz a neurotoxicidade gerando o radical

[25]
leucoaminocromo o-semiquinona

A neurotoxicidade é dependente da alta reatividade do radical
leucoaminocromo o-semiquinona (Figura 7) com oxigénio, que gera um ciclo redox

com formacgao concomitante de reagdes intracelulares com espécies reativas de

oL 23]
oxigenio

D“& l___.-"-.-ﬂ'::“"-a />
,»’,31\
HO™ N
H

Figura 7 - Estrutura molecular de Leucoaminocromo o-semiquinona.
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ApoOs oxidacdo do o-semiquinona radical, teremos uma forma

polimérica insoluvel, conhecida como melanina ou neuromelanina em neurdnios

L [26]
dopamlnerglcos

Figura 8 - Estrutura molecular de Melanina®®

1.5.2 Oxidagédo da Dopamina com Metal

Acredita-se que a doencga de Parkinson seja causada, por uma
reducido no nivel do neurotransmissor dopamina, situada no nucleo do caudado,
onde ocorre a morte de mais de 80% das células dopaminérgicas da substancia
negra®!. A exposicdo a um metal, particularmente o manganés, é um fator que pode
contribuir para o processo de degeneracdo dos neurdnios nigrais. O manganés
apresenta acao catalisadora na oxidagdo da dopamina, dando sustentacdo a esta
hipdtese?” Um processo semelhante ocorre quando metais de transicdo s&o
inseridos em reagao, tais como o Mn**, Fe** e Cu®** onde ha formacado de radicais
que sao subprodutos de reacdo que, acredita-se sejam o0s responsaveis pela
destruicdo das células dopaminérgicas, necrose e morte celular tendo como produto
final, melanina®?’" Nesse processo a dopamina é oxidada em varias etapas
produzindo finalmente a melanina, um polimero insoluvel de estrutura complexa
como mostrado na Figura 8. Este processo pode ser acelerado por metais de

transicado, especialmente o Mn** ®* Representado pelo Esquema 2.
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Esquema 2 - Mecanismo de acdo intracelular de dopamina mediado por manganés?®

1.6 Noradrenalina e Adrenalina
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Figura 9 - (A) Estrutura molecular de Noradrenalina (B) Estrutura molecular de Adrenalina
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A oxidacdo de solugdes aquosas de adrenalina e de noradrenalina
em um ambiente aerado conduz a uma mudanga relevante na intensidade de
fluorescéncial®®Adrenalina e noradrenalina (Figura 9A e 9B) s3o ditas ortofendis, ou
seja, contém um grupo hidroxila na posigao a, sendo fortes agentes redutores, isto
quer dizer que sao facilmente oxidados por diferentes oxidantes como: iodo,
hexacianoferrato de potassio, perssulfato de potassio, didéxido de magnésio e
oxigénio molecular®® Alguns autores descobriram que dopa, dopamina,

noradrenalina, adrenalina e 5-idroxitiramina podem servir como substratos para
sintese de neuromelanina®"

Em determinadas condigdes, a oxidagcdo da adrenalina pelo oxigénio molecular
(adrenalina-> adrenoquinona-> adrenocromo) conduz a formagdo de um material
insoluvel acastanhado de estrutura indefinida, chamada de neuromelanina. A reacao
de adrenalina com oxigénio molecular é extremamente complexa, podendo ocorrer
com ou sem a presenca de metais, ocasionando a formac&o de radicais livres?®*2¢
Estudos mostram a estabilidade da constante de dissociagdo da noradrenalina
(tabela 2) e adrenalina (tabela 3). As catecolaminas s&o facilmente oxidadas e
dependentes das quantidades de luz e oxigénio?®2%!

Tabela 2 - Valores das constantes de dissociacdo da Noradrenalina encontradas na

| [ "R

Referéncias pKar pPKaz pKas

HsDA™ H.DA HDA-
Gergely A, et al® 8,58 9,53 12,90
Jameson, R.F."” 8,64 9,70 13,00
Martin, R.B. 8,73 9,78 -
Gr[%as—Kuznan, 8,73 9,59 11,56
B.

[a] GERGELY, A., KISS, T., DEAK, G., SOVAGO, I.,. Inorganica Chimica Acta, (1981).

b] Jameson, R.F. and Neillie, W.F.5, J.Chem. Soc., 2391 (1965).

] Matin, R.B., J. Phys. Chem., 75, 2657 (1971).

] Grgas-Kuznan, B. Simeon, V.L. and Weber, D.A., J. Inorg. Nucl. Chem., 36, 2151 (1974).
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Tabela 3 - Valores das constantes de dissociagao da Adrenalina encontradas na

| [ AR RN

Referéncias pKa pPKaz pPKaa

HzDA™ HzDA HDA-
Gergely A, et al® 8,64 9,84 13,01
Jameson, R.F.! 8,66 9,95 13,00
Martin, R.B." 8,71 9,90
Gr[ as-Kuznan, 8,52 10,04 11,99
B.

[a] GERGELY, A., KISS, T., DEAK, G., SOVAGQO, l.,. Inorganica Chimica Acta, (1981).

[b] Jameson, R.F. and Neillie, W.F.S, J.Chem. Soc., 2391 (1965).

[c] Matin, R.B., J. Phys. Chem., 75, 2657 (1971).

[d] Grgas-Kuznan, B. Simeon, V.L. and Weber, D.A., J. Inorg. Nucl. Chem., 36, 2151 (1974).

1.6.1 Oxidacao de Noradrenalina e Adrenalina com cobre

As interagdes entre metais de transigcdo e catecolaminas sao de
especial interesse por possivel participagdo nas doengas neurodegenerativas como,
doencas de Parkinson e Wilson*®?*'". E sabido que os ions Cu(ll) em presenca de
oxigénio promove a oxidagado de adrenalina para adrenocromo e noradrenalina para
noradrenocromo e esta conversdo depende da formacdo do complexo Cu(ll)-
catecolamina. El-Ayaan et al " estudou o complexo de noradrenalina e ferro(lll),
que indicou espécies oxidadas de noradrenalina com absorcdo em 380 nm.

O entendimento do mecanismo de oxidagao das catecolaminas por
ions Cu(ll) e enzimas contendo cobre, requer a caracterizagdo do ion nestes
complexos. A participacdo da acgdo catalitica do ion cobre nos processos
enzimaticos € indicada por descoloracido, onde a cor azulada do cobre desaparece
quando se adiciona um excesso de catecolamina. Foi sugerido que a mudanca da
valéncia do cobre partindo do estado cuprico (ll) para o estado cuproso (l) € devido a
transferéncia de elétrons das catecolaminas®?. O mesmo acontece com uma reagéo
contendo noradrenalina e ions ferro(lll). No primeiro momento, ions ferro(lll)
reduzem a ferro(ll), com formagédo de semiquinona. Por fim, temos o complexo com

ions ferro(l1l) restabelecidos e oxidacdo de semiquinona & noradrenoquinona B
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1.7 Cobre e Doenga de Wilson

O cobre é um elemento que faz parte de varias moléculas com
funcbes especificas nas vias metabdlicas, para a constituicido das células, como
cofator de enzimas, incluindo o citocromo oxidase, CuZn-superoxido dismutase,
lisina oxidase, dopamina-3-hidroxilase e ceruloplasmina. Uma das moléculas que
contém cobre e desempenha importante fungdo no organismo humano € a
ceruloplasmina. A ceruloplasmina € uma glicoproteina sintetizada no figado e que
contém 6 atomos de cobre por molécula. Falhas no transporte intracelular de cobre
levam a uma diminuigdo na incorporacdo de cobre na ceruloplasmina. Acredita-se
que a auséncia de cobre na ceruloplasmina deixe a molécula mais instavel, sendo o
motivo pelo qual o nivel circulante de ceruloplasmina nos pacientes com Doenca de
Wilson esta abaixo do normali®*

Duas desordens genéticas, Doenca de Menkes (deficiéncia de Cu?*)
e Doenca de Wilson (toxicidade de Cu?*), estdo relacionadas com a disfuncdo do
cobre no transporte de proteinas®¥. A absorcdo de cobre proveniente da dieta
alimentar acima das quantidades diarias necessarias, acarreta a excregao do cobre
dos hepatécitos para a bile que € essencial para a manutengcdo da homeostase
deste metal no organismo®?. Um organismo ¢é dito em homeostase quando em seu
meio interno (fluido entre as células) contém as condigbes apropriadas de
concentracdo das substancias quimicas, temperatura e pressao. Quando esta
homeostase é perturbada pode resultar em doencas e se os fluidos corporais nao
forem trazidos de volta a homeostase, pode ocorrer morte. Aparentemente o gene
ATP7B, presente no complexo de Golgi, € essencial para regular o transporte do
cobre através das membranas das organelas intracelulares. A auséncia ou mutagao
do gene ATP7B diminui a excregdo hepatica de cobre e quando o acumulo deste
metal no figado é excedido ou quando existe dano hepatocelular, ha liberacdo de
cobre na circulagao e o nivel de cobre nao ligado a ceruloplasmina torna-se elevado.
Este cobre circulante deposita-se em tecidos extra-hepaticos, sendo que um dos
principais locais para a sua deposigcao € o cérebro, causando dano neuronal e sendo
responsavel pelas manifestagbes neurologicas e psiquiatricas da doenga de Wilson
(DW)? A DW é hereditaria, com incidéncia de 1 pessoa em 30.000 na maioria da

populacdo mundial sendo predominante para o sexo masculino®® havendo
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correlagdo entre a doenca e o acUmulo de cobre nos tecidos®®”’. Os problemas
hepaticos observados na DW comeg¢am com hepatite, culminando com cirrose e
carcinona hepatocelular, enquanto que os problemas neurolégicos séo; deméncia,
desordem de comportamento, ou psicoses, tremor das maos, perda de coordenagao
dos movimentos musculares voluntarios (ataxia), e rigidez. Indicios de sintomas
neurolégicos e hepaticos, proveniente da acumulacdo de Cu?*, causam a
degeneragdo ou destruicdo de terminais pré-sinapticos de neurbnios
dopaminérgicos, na qual tem sido detectado em pacientes com DW, muito
semelhantes aos parkinsonianos!*®>%.

Quando em excesso, 0 cobre no interior das células pode se
complexar com a dopamina, sofrendo posterior oxidagdo pelo oxigénio,
possibilitando a formacdo de substancias radicalares que destroem células
dopaminérgicas, diminuindo a producado de dopamina. Muitas investigacbes para a
elucidagao do papel do cobre no mecanismo quimico que causa a doenga de Wilson
sao realizadas atualmente e uma das propostas mais recentes, € apresentada no

Esquema 3 abaixo!*?!.
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Esquema 3 - Mecanismo proposto por (PARIS et al, 2001) para explicar a neurotoxidade do

ion cobre nas células®®

1.8 (Ressonancia Paramagnética Eletronica) EPR

Ressonancia Paramagnética Eletrénica (EPR) ou Ressonancia de

Spin Eletrénico (RSE) € um método fisico observado na ressonancia de elétrons

desemparelhados devido a absor¢do de microondas em um campo magnético

externo. RPE foi descoberta por Zavoiski (1945) por meio de transigdes em sais de

ions metalicos e foi desenvolvida apos a 22 Guerra Mundial.

Desde que foi

descoberta, a espectroscopia de RPE desenvolveu-se rapidamente e vem sendo
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aplicada em um grande numero de areas de pesquisa. Essencialmente, ela forma
um ramo da espectroscopia de alta resolugdo usando frequiéncias na regidao de
microondast*'" Ela é também considerada uma ferramenta extremamente valiosa em
pesquisa de cristais, liquidos, gases, semicondutores, sistemas bioldgicos, fosseis,
etc. sendo utilizada para analisar as estruturas quimicas de radicais livres, alguns
metais de transicdo, defeitos em metais e esclarecer os mecanismos de ligagoes
envolvidos[42]. Ela pode ser caracterizada por emissdo, absorgdo ou radiagdo de
energia com freqliéncias especificas, que distinguem a matéria analisada!*®

Um sistema paramagnético se caracteriza por apresentar, na
auséncia de um campo magnético, degenerescéncia no seu estado fundamental.
Com aplicagdo do campo magnético, essa degenerescéncia € removida. A amostra
€ entdo submetida a um campo eletromagnético oscilante cuja frequéncia é fixa,
normalmente na faixa de microondas. O campo magnético é variado até que a
separagao entre os niveis de energia cumpra a condicdo de ressonancia: hu = gBH
onde u é a frequéncia da microonda, h é a constante de Planck e 3 € o magnéton de

Bohr. Tal condicdo determina o fator espectroscopico g da transigdo observada 4!
Fator espectroscopico ou fator g

O fator espectroscopico de um sinal de RPE é um parametro
importante, visto que elétrons desemparelhados em diferentes ambientes, possuem
valores ligeiramente diferentes para tal parametro*®* Se uma energia de microonda
incide sobre um elétron desemparelhado com uma frequéncia igual a frequéncia de
precessao do seu vetor momento magnético, esta excitara alguns elétrons do nivel
de energia mais baixo para o nivel de energia mais elevado. Inicialmente, havera
mais elétrons no nivel de energia mais baixo (isto €, paralelo ao campo) do que no
nivel superior (antiparalelo). A transicdo entre os niveis de energia sO ocorrera

quando a condi¢do de ressonancia for satisfeita, figura 10 1¢*
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Figura 10 - Representacdo esquematica da condi¢do de ressonéncia e seu respectivo

espectro eletronicot’*

O fator g é o coeficiente do momento magnético para o0 momento

angular, expresso em unidades adimensionais!*®" Sendo seu valor de 2,0023 que

corresponde ao elétron livre.

1.9 Espectroscopia Infravermelho e Raman ressonante

Infravermelho

36

A radiagcdo no infravermelho foi descoberto em 1800 por William

Herschel, astrbnomo inglés de origem alema. Herschel colocou um termémetro de

mercurio no espectro obtido por um prisma de cristal com o a finalidade de medir o

calor emitido por cada cor. Descobriu que o calor era mais forte ao lado do vermelho

do espectro, observando que ali ndo havia luz. Esta foi a primeira experiéncia que
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demonstrou que o calor pode ser captado em forma de imagem, como acontece com
a luz visivel*?

A espectrometria de infravermelho consiste na absor¢do (ou
emissdo) de radiagdo por um sistema, e devido a essa variagdo periodica de seu
momento de dipolo elétrico, a freqiéncia absorvida (ou emitida) sera idéntica a
oscilagéo do dipolo. Assim, desde que o momento de dipolo y, ou uma de suas trés
componentes, possa oscilar com a mesma frequéncia de uma radiagao incidente, a

molécula absorvera esta radiagao®®

Raman

O fisico indiano Chandrasekhara Venkata Raman descobriu que o
comprimento de onda visivel de uma pequena fracdo da radiagao espalhada por
certas moléculas, difere daquele do feixe incidente e que os deslocamentos de
comprimento de onda dependem da estrutura quimica das moléculas responsaveis
pelo espalhamento. O espalhamento Raman € um fendmeno que mostra alteragdes
vibracionais quantizadas associadas a absorcéo na faixa do infravermelho. Assim, a
diferenca de comprimento de onda entre a radiagao visivel incidente e a espalhada
corresponde a comprimentos de onda na regido do infravermelho médio!*..

O espectro Raman é devido ao espalhamento inelastico de uma
radiacdo monocromatica que incide numa molécula. Embora, como resultado a
molécula possa passar de um estado vibracional para outro, o fendmeno é
fisicamente diferente da absor¢do de radiagdo e deve-se esperar que as regras de
selegcdo sejam diferentes das consideradas na espectroscopia de infravermelho. No
efeito Raman a ocorréncia do fenébmeno esta ligada ao momento dipolo induzido na
molécula pelo campo elétrico da radiagao, diferentemente do infravermelho onde se
considera o momento dipolar intrinseco, ou melhor, a variagdo deste momento com
a vibracao®®?.

De fato, o espectro do espalhamento Raman e o espectro de
absorcao no infravermelho de uma determinada espécie se assemelham muito. Ha,
no entanto, diferengas suficientes entre os grupos ativos no infravermelho e no

Raman para tornar essas técnicas complementares e ndo competitivas®*?.
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Raman Ressonante

O espalhamento Raman ressonante refere-se a um fendmeno em
que as intensidades das linhas Raman sdo altamente intensificadas por excitagao
em comprimentos de onde que se aproximam muito de um pico de absorcao
eletrébnico de um analito. Nessa circunstancia, as magnitudes dos picos Raman
associados as vibragdes mais simétricas sdo aumentadas por um fator de 10? a 10°
Como consequéncia, espectros Raman ressonantes tem sidos obtidos em
concentragdes de analitos de até 10® M. Esse nivel de sensibilidade contrasta com
os estudos de Raman normais, que sdo normalmente limitados a concentragdes
maiores que 0,1 M. Como a intensificacdo das bandas Raman esta restrita as
bandas associadas com o cromoforo, os espetros Raman ressonantes usualmente
consistem de apenas poucas linhas. Mais ainda, espectros Raman ressonantes
podem ser obtidos muito seletivamente porque a excitagdo pode ser dirigida a
bandas de absorcao especificas. As intensidades das linhas em um experimento de
Raman ressonante aumentam rapidamente a medida que o comprimento de onda
de excitagcao se aproxima do comprimento de onda do pico de absorcéo eletrénico.
Assim, para se conseguir uma melhor intensificacdo para uma faixa larga de
maximos de absor¢ao, € necessario um laser sintonizavel. Talvez a aplicacdo mais
importante da espectroscopia Raman ressonante seja o estudo de moléculas
biolégicas em condi¢bes significativas, ou seja, na presenga de agua em niveis de

concentracdes baixos ou moderados!*®

1.10 UV-vis

A espectroscopia de absorgdo da radiagdo eletromagnética
compreende a faixa do ultravioleta e visivel (UV-Vis), entre 200 nm e 900 nm.
Medidas de absorgcdo na radiacdo UV-Vis tém ampla aplicagdo na determinagao
quantitativa de uma grande variedade de espécies inorganicas e organicas!*

A espectroscopia de absor¢cdo molecular esta baseada na medida da
transmitancia T, ou absorvancia A, de solugdes contidas em células transparentes

tendo um caminho 6ptico de b em cm. Portanto, quando um feixe de radiagcéo
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monocromatica atravessa uma solugao que contenha uma espécie absorvente, uma
parte da energia radiante € absorvida, enquanto a outra é transmitida pelo meio.
Chama-se potencia radiante de um feixe de radiagdo colimado a quantidade de
energia transportada pelo feixe por segundo. A razdo entre a poténcia radiante do
feixe transmitido P e a do feixe incidente P, é a transmitancia T para o comprimento

de onda da radiacéo (e a espessura da camada liquida).

T=P,/P

A transmitancia é a fragcado da energia radiante incidente transmitida

pela solugdo. E, também, usual expressar a transmitancia percentualmente;

%T = (P/ Pg) x 100

De forma comum, a concentragao ¢ de um analito absorvente esta

relacionada linearmente a absorvancia, conforme representado pela equacéo;

A=-logT=Ilog(P,/P)=¢esbc

Na qual b caminho éptico em cm e _ é absortividade molar. Essa
equacao é uma representacdo matematica da lei de Beer. A distribuicdo espectral da
energia radiante absorvida por uma espécie molecular pode ser descrita mediante
lancamento dos valores da transmitancia em fungdo do comprimento de onda da

radiagao!*®!

1.11 ELETRODO DE PLATINA E DIAGRAMA DE POURBAIX

Os métodos potenciométricos de analise estdo baseados em
medidas do potencial de celulas eletroquimicas na auséncia de correntes

apreciaveis. Desde o inicio do século 20, técnicas potenciométricas tem sido usadas
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para a localizacao de pontos finais em métodos de analises titulométricas. Os
metodos de origem mais recentes sdo aqueles nos quais as concentragdes idnicas
sao obtidas diretamente do potencial de um eletrodo de membrana seletiva de ions.
Esses eletrodos sao relativamente livres de interferéncia e fornecem um meio rapido
e conveniente de estimativa quantitativas de um grande numero de anions e cations
importantes. O equipamento necessario para os métodos potenciométricos inclui,
eletrodo de referéncia, eletrodo indicador e um dispositivo de medida de potencial.
Um eletrodo indicador ideal tem resposta rapida e reprodutivel a variagdes na
atividade do ion que esta sendo analisada. Embora nenhum eletrodo indicador seja
absolutamente especifico na resposta, estdo disponiveis alguns com acentuada
seletividade. Eletrodos de platina, ouro, paladio ou de outros metais inertes servem
como eletrodos indicadores para sistema de oxidacao/reducido. Nessas aplicagoes,
o eletrodo inerte atua como fonte ou deposito para elétrons transferidos de um
sistema redox na solugdo. Por exemplo, o potencial de um eletrodo de platina em

uma solugéo contendo ions Ce(lll) e Ce(IV) é dado por

_ 0 a{-=.?1
E, =E"—0,0592log

a Cett

Assim um eletrodo de platina pode servir como um eletrodo
indicador em uma titulacdo na qual Ce(lV) atua como reagente padréo. Entretanto,
deve se observar que os processos de transferéncia de elétrons em eletrodos
inertes frequentemente nao sao reversiveis. Consequentemente, eletrodos inertes
nao respondem de modo previsivel a muitas das semi-reagcdes encontradas em uma
tabela de potenciais de eletrodo. Por exemplo, um eletrodo deplatina imerso em uma
solucdo de ions tiossulfato e tetrationato ano desenvolve potenciais reprodutiveis
porque o processo de transferéncia de eletrons é lento e, portanto, nao reversivel na

superficie do eletrodo!*"

S:06” + 26- &—* 25,057
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Pourbaix

Os diagramas de Pourbaix, desenvolvidos por Marcel Pourbaix, s&o
diagramas nos quais se relaciona o potencial de um dado metal com o pH da
solucao, e assim permite prever se o metal apresenta ou nao tendéncia para se
oxidar ou reduzir nesse meio. Os diagramas de Pourbaix sao representados por
equilibrios eletroquimicos que traduzem reacgdes de redu¢cdo em meios aquosos

oxigenados ou ndo.

Semi reacgbes; 2H™ + 2e = H:

2 OE"‘ 2H" + 2e 9 HEO

As linhas que delimitam as varias regides de estabilidade traduzem
os equilibrios quimicos e eletroquimicos que podem existir entre o metal e o

eletralito.

e Reacgdes eletroquimicas que nao envolvem H+ - originam linhas
horizontais

e Reacdes eletroquimicas que envolvem H+ - originam linhas
obliquas

e Reacgdes quimicas - originam linhas verticais
Limitagdes dos diagramas de Pourbaix;

e Pressupdem que todas as reacdes consideradas sao reversiveis e
rapidas, o0 que nem sempre acontece.

e Nao informam sobre a cinética dos processos (velocidades das
reagdes) apenas indicando se uma reagao € ou néao
termodinamicamente possivel.

e Apenas sao aplicados a metais puros (ndo existem para ligas) e
em solugdes sem espécies complexantes ou que formem sais

insoltveis®



2 OBJETIVOS
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Estudar a reagdo entre Cu(ll) e as catecolaminas: dopamina,
Lopa, noradrenalina e adrenalina, em solugdo aquosa na
presenca de tiossulfato de sédio.

Determinar a estrutura dos produtos de reacédo formados.

Propor um mecanismo para a reagdo do Cu(ll) e as
catecolaminas.

Verificar se ha especificidade do Cobre ao reagir com as
diferentes catecolaminas (Dopamina, L-Dopa, Adrenalina e

Noradrenalina).
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAIS

3.2 EQUIPAMENTOS

Cubeta de quartzo — Starna;

Micro-pipeta de 1000 uL — Gilson;

Pipeta volumétrica 0,5, 1, 3 mL— Pirex

Funil de separacao de 250 mL — Vidrolabor

Placa aquecedora com agitagdo magnética. — Fisaton
Béqueres 25, 50 e 600 mL-Vidrolabor

Balbdes volumétricos 10 e 25 mL ( Incoterm)

Balbdes volumétricos 25, 50 e 500 mL ( Vidrolabor)

Espectrofotdmetro UV-Vis Milton Roy, Spectronic Genesys 2;
pHmetro Hanna HI 9321 com microprocessador;

Eletrodo de Eh (Marte-Equipamentos);

Balanga Analitica Bosch SAE 200;

Balanga Semi-Analitica Gehaka BG 2000;

Espectrémetro de Ressonancia Paramagnética Eletrénica, Jeol,
modelo JES-PE 3X, operando na banda X e freqiéncia 9,6 GHz;
Analise Elementar Espectrometro Perkin ElImer do Instituto de
Quimica-USP-SP;

Espectrofotdmetro de Absorcdo Atdbmica Shimadzu AA-6601F;
Espectrémetro Renishaw Raman System 3000, equipado com
microscopio metalurgico Olympus BH2-UMA com objetiva de
50x de aumento;

Espectrometro Raman Jobin-Yvon U-1000;

Espectrofotdmetro FT-IR NEXUS mod 470
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Purificador de agua USF Elga Mod. Maxima;
Aparelho Ultra-Sénico Thornton T7;
Oximetro Orion modelo 810

Software de calculo de propriedades moleculares Spartan 06

Dopamina (98H11N02HCI) (Aldrich Chem. Co., 98% M.M.
189,64 g mol );

I1_-dopa (C9H11NO4) (Aldrich Chem. Co. 99% M.M 197,19 g mol
);

Adr_e1nalina (CO9H13NO3) (Sigma-Aldrich. Co. 98% M.M. 183,21 g
mol );

Noradrenalina (C8H1 1_[1\103.C4H6O6.H20) (Sigma-Aldrich. Co.
99% M.M 337,30 g mol );

Nitrato de cobre (I_I? trinidratado (Cu(NO3)2).3H20) (Vetec 98%
M.M. 241,60 g mol );

Tiossulfato d_(? sédio (Na2S203) (Aldrich Chem. Co. 99% M.M
158,11 g mol );

Brometo de hexadeciltrimetiqunénio (C19H42BrN) (Fluka
Chemika 98% M.M. 364,46 g mol );

-1
Cloroférmio (Synth 99,8% M.M 119,38 g mol );
-1
KBr (Carlo Erba 99% M.M 119,01 g mol );

-1
Tolueno (Omniselv 99,99% M.M 92,14 g mol );
Solugéo padrao de Cu 1000 ppm ( Merck);

, -1
Acido Nitrico ( Biotec 65% M.M 63,01 g mol );
Agua ultrapura;
-1
Ga’s1oxigénio (White Martins, 99,5%, M.M 32 g mol , vazado 0,5L

min ).
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3.4 PREPARO DOS MEIOS REACIONAIS

3.4.1 Solugéo A (Dopamina + Tiossulfato de Sodio)

Para preparo desta solugao, utilizou-se 0,1031 g de dopamina e
0,3047 g de tiossulfato de sédio, adicionados em 500 mL de agua ultrapura, em um
béquer de 600 mL, deixando a solugdo com agitacdo mecanica. Apdés completa
diluicao, retirou-se uma aliquota de 200 pL de solucédo e diluiu-se com 3 mL de agua
ultrapura em cubeta de quartzo de 1,0 cm. Obteve-se o espectro de absor¢ao UV-
Vis na regido entre 200-900 nm com resolugédo de 1 nm por ponto de aquisi¢éo,
utilizando-se agua como branco em todas as medidas. Foram medidos o pH e Eh

durante todo o tempo de reacéao, até completar 100 horas de reacéo, a 25 °C.

3.4.2 Solugao B (Dopamina + Nitrato de Cobre(ll))

Para preparo desta solugdo, utilizou-se 0,1031 g de dopamina e
0,0437 g de nitrato de cobre(ll), adicionados em 500 mL de agua ultrapura, em um
béquer de 600 mL, deixando a solugdo com agitacdo mecanica. Apdés completa
diluicdo, retirou-se uma aliquota de 200 uL de solugéo e diluiu-se com 3 mL de agua
ultrapura em cubeta de quartzo de 1,0 cm. Obteve-se o espectro de absor¢ao UV-
Vis na regidao entre 200-900 nm com resolugao de 1 nm por ponto de aquisigao,
utilizando-se agua como branco em todas as medidas. Foram medidos o pH e Eh

durante todo o tempo de reacao até completar 100 horas de reacéo, a 25 °C.

3.4.3 Solugao C (Dopamina + Tiossulfato de Sodio + Nitrato de Cobre(ll))

Para preparo desta solugao, utilizou-se 0,1031 g de dopamina e

0,3047 g de tiossulfato de sédio, adicionados em 500 mL de agua ultrapura, em um
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béquer de 600 mL, deixando a solugdo com agitacdo mecanica. Apos completa
diluicdo, retirou-se uma aliquota de 200 pL de solucéo e diluiu-se com 3 mL de agua
ultrapura em cubeta de quartzo de 1,0 cm. Obteve-se o espectro de absor¢ao UV-
Vis na regido entre 200-900 nm com resolugédo de 1 nm por ponto de aquisi¢éo,
utilizando-se agua como branco em todas as medidas. Em seguida adicionou-se
0,0437 g de nitrato de cobre (ll) na solugdo que foi acompanhado por
espectrofotometria UV-Vis. Medidas de pH e Eh foram realizadas durante todo o
tempo de reacao até completar 200 horas de reacgao, a 25°C.

As quantidades dos reagentes utilizadas foram calculadas de tal
forma que a concentracdo de dopamina (ligante) fosse 3 vezes maior que a
concentragdo do metal (cobre) e a concentracéo de tiossulfato 3,5 vezes maior que
a de dopamina. O término da reagéo (144 horas) foi determinado apds n&o haver

mais variagdes no espectro de absorcao UV-Vis.

3.4.4 Solugao D (L-dopa + Tiossulfato de Sodio)

Para preparo desta solugado, utilizou-se 0,1031 g de L-dopa e
0,3047g de tiossulfato de sodio, adicionados em 500 mL de agua ultrapura, em um
béquer de 600 mL, deixando a solugdo com agitacdo mecanica. Apdés completa
diluigcdo, retirou-se uma aliquota de 200 uL de solugéo e diluiu-se com 3 mL de agua
ultrapura em cubeta de quartzo de 1,0 cm. Obteve-se o espectro de absorgao UV-
Vis na regido entre 200-900 nm com resolugdo de 1 nm por ponto de aquisicéo,
utilizando-se agua como branco em todas as medidas. Medidas de pH e Eh foram
realizadas durante todo o tempo de reacao até completar 100 horas de reacao, a 25
°C.

3.4.5 Solucéo E (L-dopa + Nitrato de Cobre(ll))

Para preparo desta solucédo, utilizou-se 0,1031 g de L-dopa e 0,0421

g de nitrato de cobre(ll), adicionados em 500 mL de agua ultrapura, em um béquer
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de 600 mL, deixando a solugdo com agitacdo mecanica. Apos completa diluigéo,
retirou-se uma aliquota de 200 L de solugéo e diluiu-se com 3 mL de agua ultrapura
em cubeta de quartzo de 1,0 cm. Obteve-se o espectro de absor¢ao UV-Vis na
regidao entre 200-900 nm com resolugdo de 1 nm por ponto de aquisi¢céo, utilizando-
se agua pura como branco em todas as medidas. Foram realizadas medidas de pH

e Eh durante todo o tempo de reagao até completar 100 horas de reagao, a 25 °C.

3.4.6 Solucgao F (L-dopa + Tiossulfato de Sédio + Nitrato de Cobre(ll))

Para preparo desta solugéo, utilizou-se 0,1031 g de L-dopa e 0,3047
g de tiossulfato de sédio, adicionados em 500 mL de agua ultrapura, em um béquer
de 600 mL, deixando a solugdo com agitagdo mecanica. Apds completa diluigao,
retirou-se uma aliquota de 200 uL de solucéo e diluiu-se com 3 mL de agua ultrapura
em cubeta de quartzo de 1,0 cm. Obteve-se o espectro de absor¢cao UV-Vis na
regidao entre 200-900 nm com resolugdo de 1 nm por ponto de aquisicéo, utilizando-
se agua como branco em todas as medidas. Em seguida adicionou-se 0,0421 g de
nitrato de cobre (llI) na solugéo que foi acompanhado por espectrofotometria UV-Vis.
Medidas de pH e Eh foram realizadas durante todo o tempo de reacido até completar
200 horas de reacao, a 25°C.

As quantidades dos reagentes utilizadas foram calculadas de tal
forma que a concentracdo de L-dopa (ligante) fosse 3 vezes maior que a
concentragdo do metal (cobre) e a concentracéo de tiossulfato 3,5 vezes maior que
da L-dopa. O término da reagao (170 horas) foi determinado apds ndo haver mais

variagdes no espectro de absor¢ao UV-Vis.

3.4.7 Solucao G (Noradrenalina + Tiossulfato de Sédio)

Para preparo desta solugéo, utilizou-se 0,05 g de noradrenalina e
0,0835 g de tiossulfato de sddio, adicionados em 500 mL de agua ultrapura, em um

béquer de 600 mL, deixando a solugdo com agitacdo mecanica. Apos completa
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diluicao, retirou-se uma aliquota de 200 pL de solucédo e diluiu-se com 3 mL de agua
ultrapura em cubeta de quartzo de 1,0 cm. Obteve-se o espectro de absorgao UV-
Vis na regido entre 200-900 nm com resolugdo de 1 nm por ponto de aquisi¢éo,
utilizando-se agua como branco em todas as medidas. Foram realizadas medidas de
pH e Eh durante todo o tempo de reacao até completar 100 horas de reacédo, a 25
°C.

3.4.8 Solucao H (Noradrenalina + Nitrato de Cobre(ll))

Para preparo desta solugéo, utilizou-se 0,05 g de noradrenalina e
0,012 g de nitrato de cobre(ll), adicionados em 500 mL de agua ultrapura, em um
béquer de 600 mL, deixando a solugdo com agitacdo mecanica. Apos completa
dilui¢do, retirou-se uma aliquota de 200 uL de solugéo e diluiu-se com 3 mL de agua
ultrapura em cubeta de quartzo de 1,0 cm. Obteve-se o espectro de absor¢ao UV-
Vis na regido entre 200-900 nm com resolugédo de 1 nm por ponto de aquisi¢ao,
utilizando-se agua como branco em todas as medidas. Foram realizadas medidas de
pH e Eh durante todo o tempo de reacédo até completar 100 horas de reacéo, a 25
°C.

3.4.9 Solucéo | (Noradrenalina + Tiossulfato de Sodio + Nitrato de Cobre(ll))

Para preparo desta solugao, utilizou-se 0,05 g de noradrenalina e
0,0835 g de tiossulfato de sodio, adicionados em 500 mL de agua ultrapura, em um
béquer de 600 mL, deixando a solugdo com agitacdo mecanica. Apdés completa
dilui¢cdo, retirou-se uma aliquota de 200 uL de solugéo e diluiu-se com 3 mL de agua
ultrapura em cubeta de quartzo de 1,0 cm. Obteve-se o espectro de absorgao UV-
Vis na regido entre 200-900 nm com resolugdo de 1 nm por ponto de aquisicéo,
utilizando-se agua como branco em todas as medidas. Em seguida adicionou-se
0,012 g de nitrato de cobre (ll) na solugdgo que foi acompanhado por

espectrofotometria UV-Vis. Medidas de pH e Eh foram realizadas durante todo o
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tempo de reacao até completar 130 horas de reacéao, a 25°C.

As quantidades dos reagentes utilizadas foram calculadas de tal
forma que a concentragcdo de noradrenalina (ligante) fosse 3 vezes maior que a
concentragdo do metal (cobre) e a concentracéo de tiossulfato 3,5 vezes maior que
da noradrenalina. O término da reacéo (120 horas) foi determinado apés nao haver

mais variagdes no espectro de absorcao UV-Vis.

3.4.10 Solucgao J (Adrenalina + Tiossulfato de Sédio)

Para preparo desta solugao, utilizou-se 0,1031 g de adrenalina e
0,3177 g de tiossulfato de sédio, adicionados em 500 mL de agua ultrapura, em um
béquer de 600 mL, deixando a solugdo com agitacdo mecanica. Apos completa
dilui¢do, retirou-se uma aliquota de 200 uL de solugéo e diluiu-se com 3 mL de agua
ultrapura em cubeta de quartzo de 1,0 cm. Obteve-se o espectro de absor¢ao UV-
Vis na regido entre 200-900 nm com resolugédo de 1 nm por ponto de aquisicao,
utilizando-se agua como branco em todas as medidas. Foram realizadas medidas de
pH e Eh durante todo o tempo de reacdo até completar 200 horas de reacdo, a 25
°C.

3.4.11 Solucéo K (Adrenalina + Nitrato de Cobre(ll))

Para preparo desta solugao, utilizou-se 0,1031 g de adrenalina e
0,0453 g de nitrato de cobre(ll), adicionada 500 mL de agua ultrapura, em um
béquer de 600 mL, deixando a solugdo com agitacdo mecanica. Apdés completa
dilui¢cdo, retirou-se uma aliquota de 200 uL de solugéo e diluiu-se com 3 mL de agua
ultrapura em cubeta de quartzo de 1,0 cm. Obteve-se o espectro de absorgao UV-
Vis na regido entre 200-900 nm com resolugdo de 1 nm por ponto de aquisi¢éo,
utilizando-se agua como branco em todas as medidas. Medidas de pH e Eh foram
realizadas durante todo o tempo de reacao até completar 100 horas de reacao, a 25
°C.
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3.4.12 Solucao L (Adrenalina + Tiossulfato de Sédio + Nitrato de Cobre(ll))

Para preparo desta solugdo, utilizou-se 0,1031 g de adrenalina e
0,3177 g de tiossulfato de sédio, adicionados em 500 mL de agua ultrapura, em um
béquer de 600 mL, deixando a solugdo com agitacdo mecanica. Apos completa
dilui¢do, retirou-se uma aliquota de 200 uL de solugéo e diluiu-se com 3 mL de agua
ultrapura em cubeta de quartzo de 1,0 cm. Obteve-se o espectro de absor¢ao UV-
Vis na regido entre 200-900 nm com resolugédo de 1 nm por ponto de aquisi¢ao,
utilizando-se agua como branco em todas as medidas. Em seguida adicionou-se
0,0453 g de nitrato de cobre (ll) na solugdo que foi acompanhada por
espectrofotometria UV-Vis. Medidas de pH e Eh foram realizadas durante todo o
tempo de reacao até completar 200 horas de reacgao, a 25°C.

As quantidades dos reagentes utilizados foram calculadas de tal
forma que a concentragdo de adrenalina (ligante) fosse 3 vezes maior que a
concentragdo do metal (cobre) e a concentracéo de tiossulfato 3,5 vezes maior que
da adrenalina. O término de reagao (125 horas) foi determinado apds nao haver

mais variagdes no espectro de absor¢cao UV-Vis.

3.4.13 Solugdo M (CTAB)

Em um béquer contendo 20 mL de agua adicionou-se 0,2 g de

brometo de hexadeciltrimetilaménio (CTAB) e a mistura aquecida por 30 minutos a

50 °C, obtendo-se uma solugéo de concentragao 0,027 mol L_1 .

Os complexos no estado sdélido foram obtidos ao se adicionar a
solugédo contendo os complexos de cobre a solugdo de CTAB. Em seguida separou-
se as fases organica e aquosa em funil de separagao, recolhendo-se a fase orgéanica
em um béquer que foi mantido a temperatura ambiente até total evaporagao do
cloroféormio, obtendo-se assim o complexo na forma sodlida. Esta substancia foi
mantida em um dessecador até obtencdo dos espectros Raman ressonante e

infravermelho.
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Esta solugao (M) também foi utilizada para precipitar os produtos
das reacgdes das solugdes C, F, | e L. Nas demais solugdes nao houve produto

formado.

3.5 CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS

3.5.1 Analise Elementar de CHN e Determinagao de Cobre por Espectroscopia de

Absorcao Atdbmica

As andlises de carbono, hidrogénio e nitrogénio elementar dos
complexos obtidos foram realizadas utilizando-se um Analisador de CHN Perkin-
Elmer da Central Analitica do Instituto de Quimica-USP-SP. As analises de cobre
por espectroscopia de absorcao atdmica foram realizadas em Espectrofotdmetro de
Absorcao Atébmica SHIMADZU 6601F, com lampada de catodo oco do elemento
cobre, emitindo radiagdo no comprimento de onda de 324,75 nm. As curvas de

calibragao foram construidas a partir de solugédo padréo de cobre (Merck 1.000 mg L

1
) na concentragcdo de 0,5 a 3,5 ppm. Amostras dos complexos com 0,0047 g

(dopamina), 0,0063 g (L-dopa), 0,0066 g (adrenalina) e 0,0038 g (noradrenalina)
foram digeridas com 5 mL de HNO3 concentrado e 10 mL de HNO3 10%, apds

digestao diluiu-se com agua ultrapura em baldo volumétrico de 50 mL.

3.5.2 Obtencao dos Espectros UV-Vis em Cloroférmio

Os espectros UV-Vis das solugdes dos complexos solidos

-3 -1
dissolvidos em cloroférmio, de concentragcdo de 10 g.mL , foram feitas no
Espectrofotdbmetro UV-Vis Milton Roy, Spectronic Genesys 2. Obteve-se o espectro
de absorg¢ao UV-Vis na regiao entre 200-900 nm com resolugdo de 1 nm por ponto

de aquisicao, utilizando-se cloroférmio como branco das medidas.
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3.5.3 Espectros no Infravermelho (V)

Os espectros no infravermelho dos complexos sélidos foram obtidos

-1
a temperatura ambiente, no intervalo de 400 a 4000 cm , resolugao espectral de 4

-1
cm e acumulagao de 100 espectros (espectrémetro Thermo Nicolet FT-IR). Foram

confeccionadas pastilhas de KBr na propor¢cdo amostra: KBr de 1:100.

3.5.4 Espectros Raman

Foram obtidos os espectros Raman dos complexos sélidos e
complexos sélidos dissolvidos em cloroférmio, utilizou-se o espectrometro Renishaw

Raman System 3000, com radiagcdes excitante de 632,8 nm (laser vermelho) e 514,5

nm (laser verde), resolugéo espectral de 4 cm_1 e poténcia 1mW, focalizada por uma
objetiva com aumento de 50 vezes de microscopio metalurgico Olympus BH2-UMA.
Os espectros Raman dos complexos em solugdo aquosa (cloroférmio) foram obtidos
pelo Espectrémetro Jobin-Yvon U1000, com excitagdes nos comprimentos de onda

em 647,1 nm (laser vermelho), poténcia 250 mW e 514,5 nm (laser verde), poténcia

-1
200 mW para o laser verde, 10 aquisicdes e resolugdes de 4 cm para ambos. Os
equipamentos foram utilizados no Laboratério de Espectroscopia Molecular do
Instituto de Quimica da USP-SP.

3.5.5 Espectros de Ressonancia Paramagnética Eletrénica (EPR)

-3

Os espectros de EPR dos complexos sdlidos, solugdes 10 g.mL em
cloroformio (L-dopa) e em tolueno (Dopamina), foram obtidos na frequéncia de
microondas em 9,56 GHz com varreduras de campo magnético entre 2000 e 4500

Gauss (Espectrdbmetro de Ressonancia Paramagnética Eletrénica, Jeol, modelo
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JES-PE 3X, operando na banda X). Os espectros de EPR foram obtidos a

temperatura ambiente e analisados utilizando-se o software Origin 6.0. Os
espectros foram obtidos no laboratério LAFLURPE do Departamento de Quimica da
UEL.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES -PARTE 1A

5.1 ESTuDOS ESPECTROFOTOMETRICOS UV-VIS, PH E EH DAS SOLUCOES AQUOSAS
DURANTE A REAGAO DE CATECOLAMINAS (DOPAMINA, L-DOPA, ADRENALINA E
NORADRENALINA) coM COBRE(ll) EM MEIO DE TIOSSULFATO DE SODIO.

5.1.1 Reacao de Oxidacao de L-dopa e Dopamina

A L-dopa (2) oxidada pode formar L-dopacromo (8) e seguir

(1
oxidando até se polimerizar a melanina (25), (Esquema 4) . A L-dopa parcialmente

oxidada, neste caso estd na forma de L-dopaquinona (6), que em parte é

. o ~ ., 1A
responsavel pela toxicidade em culturas de neurbnios ndo dopaminérgicos . A

reacao de dopamina (3) com oxigénio do ar em solugcdo aquosa de pH 7, ocorre com
mudancga de cor, tornando-se rosa com o passar do tempo, atribuida a formagao do

dopaminocromo (14). A formagdo de dopaminocromo ocorre mesmo sem a

[3]
presenca de metal em solucdo . Abaixo apresentamos o esquema proposto por

Graham para os estados de oxidagao da L-dopa e dopamina.
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Oxidacado da L-dopa e dopamina de acordo com Graham, G. D,1978. 1,
tirosina; 2, dopa; 3, dopamina; 6, dopaquinona; 7, leucodopacromo; 8,
dopacromo; 9, topa; 10, topa o-quinona; 11, topa p-quinona; 12, dopamina
o-quinona; ; 13, leucoaminocromo; 14, aminocromo; 15, 6-hidroxidopamina;
16, o-quinona de 6-hidroxidopamina; 17, p-quinona de 6hidroxidopamina;
24, dihidroxyindol ( e derivados); 25, indol quinona ( e derivados). "'n”
refere-se as probabilidades de polimerizagcdo e das espécies de quinonas
formarem melanina.

5.1.2 Reagdo de Oxidagdo de L-dopa e Dopamina com Cobre(ll) em Meio de

Tiossulfato de Sadio

O espectro UV-vis das solugdes, L-dopa e dopamina em meio de

tiossulfato (Figuras 11 e 12) e L-dopa e dopamina em meio de cobre(ll) (Figuras 13

e 14), apresentaram do inicio até o fim de reagéo, bandas de absor¢dao em 280 nm,

caracteristico das catecolaminas.
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Figura 11 - (A) Espectro UV-Vis representado durante todo tempo de reagdo, da solugéo
aquosa de L-dopa (0,10 g) em meio de tiossulfato de sédio (0,30 g), (B) grafico
de pH e Eh em fungao do tempo de reagao.
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Figura 12 - (A)Espectro UV-Vis representado durante todo tempo de reagdo, da solugéo
aquosa de dopamina (0,10 g) em meio de tiossulfato de sédio (0,30 g), (B)
grafico de pH e Eh em fung¢ao do tempo de reacgao.
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Figura 14 - (A) Espectro UV-Vis da solugcdo aquosa de dopamina (0,10 g) em meio
cobre(11)(0,04 g), (B) grafico de pH e Eh em fungéo do tempo de reagéo.

de

Os espectros de UV-Vis das solugcbes nao se alteraram

significativamente com o passar do tempo de reagdo. O pH e Eh para as solugdes,

L-dopa e dopamina em meio de tiossulfato foram: pH 6,9 e Eh 96,4 mV e pH 6 e Eh

150 mV e a solugdo permanecendo incolor durante todo o tempo de reacao,

indicando que nao houve oxidacdo da L-dopa e da dopamina em solucao.

Atribuimos esse comportamento ao fato do tiossulfato atuar em solugdo como forte

agente redutor, ndo possibilitando a oxidagdo destas catecolaminas. Para as

solugdes de L-dopa e dopamina em meio de cobre(ll), o pH e Eh foram 3,8 e 280,9



63

mV e 4 e 275 mV, respectivamente. Os espectros UV-Vis das solugcdes de L-dopa e
dopamina em meio de cobre(ll), ndo sofreram alteragdes significativas no decorrer
de 100 horas de reacdo, no entanto as solu¢des tornaram-se levemente coloridas,
sendo azul-claro para Ldopa e bege-claro para dopamina. Atribuimos a essa etapa
de reacgao, a oxidagao da L-dopa para L-dopacromo (8) e dopamina para dopacromo
(14) catalisada por ions cobre(ll) livres em solugdo. A reacdo se completou, com
muito tempo de reagéo, a formagdo de uma substancia negra insoluvel polimérica,

chamada de melaninal*®.

5.1.3 Reacdo de Oxidacdo de L-dopa e Dopamina, em Meio de Cobre(ll) em

Presenca de Tiossulfato de Sédio

Uma grande diferenga ocorre nas solugbes de L-dopa e dopamina
em meio de cobre(ll) na presenga de tiossulfato. Os espectros UV-Vis das solugdes
de L-dopa e dopamina em meio de cobre(ll) e presencga de tiossulfato (Figuras 15 e
16) sdao semelhantes ao proposto por BARRETO et al, para o complexo de

3+ [4,7]

dopamina-Mn que apresentaram bandas em 312, 350 e 597
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Figural5- (A) Espectro UV-Vis da solugdo aquosa de L-dopa (0,10 g), em meio de
cobre(ll) (0,04 g) em presenca de tiossulfato de sddio (0,30 g). a) 280nm fase
inicial, b) 320nm fase intermediaria e c) 605 nm fase final, (B) grafico de pH e
Eh em funcao do tempo de reacao.
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Figura 16 - (A) Espectro UV-Vis da solugdo aquosa de dopamina (0,10 g), em meio de
cobre(11)(0,04 g) em presenca de tiossulfato de sédio (0,30 g), a) 280nm fase
inicial, b) 313nm fase intermediaria e ¢) 595 nm fase final), (B) grafico de pH e
Eh em funcéo do tempo de reacéo.

O espectro UV-Vis das solugcdes de L-dopa e dopamina, e as
variacdes de pH e Eh com o tempo, apresentaram significativas diferengas durante a
reagao, que podem ser divididas em trés etapas distintas de reacgao: (i) Inicio da
reacao; o espectro UV-Vis apresentou banda de absor¢cdo em 280 nm, pH 4,05 e Eh
187,8 mV para L-dopa e banda em 280 nm, pH 3,8 e Eh 184,7 mV para a dopamina.
Neste estagio mostrou semelhangas com as solugbes de L-dopa e dopamina em
meio de cobre(ll); (i) Na fase intermediaria, aproximadamente apdés 50 horas de
reagao, surgiram bandas de absor¢ao em 320 nm e 605 nm para a L-dopa e em 313
nm e 595 nm para a dopamina, mudando a cor das solu¢gdes de amarelo para verde.
As medidas eletroquimicas para as solugdes de L-dopa e dopamina, em meio de
cobre(ll) e presenca de tiossulfato, nesta fase, sdo diferentes em comparacao as
solucbes sem tiossulfato de sodio. Os valores de pH e Eh das solucbes se
encaminharam para uma regido chamada de redutora basica (diagrama de Pourbaix
Figura17).
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Figura 17 - Diagramas de Pourbaix das solugdes L-dopa (A) e dopamina (B) em meio de
cobre(ll) e presenca de tiossulfato, a) fase inicial na regido redutora acido, b)
fase intermediaria na regido redutora basico e c) fase final retorno a regido
redutora acida.

Atribuimos a elevagao do pH das solugdes durante a reacéo, pH 8,5
para a solucido de L-dopa e 9,1 para solugdo de dopamina, como resultado da
incorporacéo de oxigénio em solucdo e pela reducao do radical livre (S?0%7)El.

A formagado do complexo € dependente da quantidade de Cu(ll)
presente em solucdo, sendo aumentada com o aumento do pH e é limitada pela
quantidade de oxigénio em solugdo necessario para a oxidacdo da dopamina. O
aumento do pH observado em solugdo pode ser explicado por reagdes paralelas

durante a oxidagao do ion tiossulfato. O mesmo aumento de pH foi observado na

[8]
oxidacdo dos ions tiossulfato pelos ions peroxidisulfato . Esta reacdo de oxi-

redugcdo € incomum e a variagao observada no pH seria resultado de reacgdes

[8]
paralelas. Os autores observaram que quando o oxigénio foi borbulhado na

solugdo, causou um grande aumento no pH, sem alterar a velocidade da reacdo. O
aumento do pH foi atribuido ao sequestro do oxigénio dissolvido em solugéo por
radicais livres de tiossulfato (redutores). Através do formato das curvas de pH versus
tempo, os autores assumiram que a reagao era dependente do pH. A lei de

velocidade desta reacao paralela foi determinada como:

“d[H*] / dt = k [S20:2 1[ 02 ] [ H*]

com a estequiometria:
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Qs+ 4 H + 45,057 2 2H.0 + 2 8,057

Assim, o aumento do pH que ocorreu na oxidagao da dopamina e L-

dopa na presenca de 82032-, pode ser causada pela mesma reagao paralela e foi
fundamental para formar o complexo aniénico de cobre. O tiossulfato foi responsavel
por promover um caminho diferente de reacdo, gerando espécies intermediarias
estaveis e ndo polimerizadas (semiquinona e/ou quinona)®** resultantes da oxidacéo
da L-dopa e da dopamina . Por outro lado a formagao de semiquinona pode ser

resultado também da atividade redox do cobre, representado pelo esquema abaixo:

QH, + Cu' > QH- + Cu' + H* (1)
QH- + 0,3 Q+ 0, + H* (11A)
2QH > Q+QH, (11B)

com QH2 = catecolato, QH' = semiquinona, Q = quinona.

(iii) Na fase final de reacao, apds aproximadamente 150 horas de reacéo, ocorreu a
oxidacdo de S203 % a S406 % ¥ a solucdo tornou-se novamente acida, pH 6,8 (L-
dopa) e pH 5,5 (dopamina), Eh 215 mV (L-dopa) e Eh 218 mV (dopamina), com isso
o ions Cu(ll) podem surgir em solugdo, devido a reagdes com intermediarios

oxidantes como, 02" e H*0? ['%

Cu'+ 2H* + 07" = Cu" +H:0; (1)
Cu' + Ho0, = Cu'+ OH + OH (IV)

Os espectros UV-vis das solugcbes apresentaram bandas de
absorcdo em 605 nm (L-dopa) e 595 nm (dopamina) indicando a formacao de
complexos com dopamina parcialmente oxidada e a solugdo apresentando
coloracao violeta. A presenca de S203 2- foi fundamental para tornar a solugao
redutora basica, segundo quadrante na Figura 17, no qual houve formacgado e

estabilizagcdo do complexo.
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6 CONCLUSOES

Verificou-se que para a solugdo de dopamina, ou L-dopa, e
tiossulfato, as catecolaminas nao sofreram oxidacdo devido ao tiossulfato ser um
forte agente redutor. Para a solugdo de dopamina, ou L—dopa, com cobre(ll), obteve-
se pH muito acido (pH < 4) desfavoravel para que houvesse formacéo de complexos
do tipo metal-ligante, pois somente pH maiores que 5 sdo favoraveis para a
formagado de complexos. A presenga de ions cobre(ll) foi fator importante, junto com
0 oxigénio do ar, para que ocorresse a oxidagao total das catecolaminas e levando a
formacdo de melanina como produto final de reagcdo. Porém, para a solugdo de
dopamina, ou L-dopa, em meio de cobre(ll) e na presenca de tiossulfato de sddio, a
reacdo foi completamente diferente das anteriores, ocorrendo complexagao da
dopamina, ou L-dopa, oxidadas na forma de semiquinona com ions cobre(ll)
favorecidos pelo pH elevado (9,0 — 9,5), com intensas bandas de transferéncia de

carga em 595 e 605 nm respectivamente.
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7 RESULTADOS E DISCUSSOES -PARTE 1B

7.1 REACAO DE OXIDACAO DE ADRENALINA

Adrenalina € um diorto-fenol (contém dois grupos hidroxila na
posicao orto) é um forte agente redutor. Isso significa que é facilmente oxidado por

diferentes oxidantes como: iodo, hexacianoferrato de potassio, persulfato de

e . A [11,12] :
potassio, dioxido de magnésio e oxigénio molecular . De acordo com diferentes

autores, em determinadas condi¢cées, a oxidagdo da adrenalina pelo oxigénio
molecular (adrenalina (4)-> adrenoquinona (21) - adrenocromo (23)) conduzem a

formacado de um material insoluvel acastanhado de estrutura indefinida, chamada de

S maz
neuromelanina

7.1.1 Reagéao de oxidagado de adrenalina em meio de tiossulfato de sédio

As figuras 18 A e 18 B abaixo apresentam o espectro UV-Vis da

solugéo de adrenalina em meio de tiossulfato de sddio e medidas de pH e Eh.
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Figura 18 - (A) Espectro UV-Vis da solugdo aquosa de adrenalina (0,10 g) em meio de
tiossulfato de sddio (0,30 g), (B) grafico de pH e Eh em fungdo do tempo de
reacao.

A solugdo com adrenalina e tiossulfato apresentou no inicio de
reacao, banda de absorcdao no UV em 280 nm, caracteristico das catecolaminas. As
medidas eletroquimicas obtidas foram pH 9 e Eh -60mV. Apds 2 horas de reacéo a
coloragao se tornou amarela, com aparecimento da banda de absorgdo em 342 nm,
com pH 8,3 e Eh 27,9 mV. No final de reagcado a coloragcdo da solugao passou a ser
laranja, com banda de absorc¢do intensa em 342 nm, quando o pH passou a ser
acido, 5,86, e Eh mais oxidante, 135,7 mV. Ao contrario da reagdo com dopamina e
L-dopa nas mesmas condicbes o tiossulfato ndo foi capaz de “estabilizar’” as
moléculas em solugdo, ou seja, a adrenalina (5) sofreu oxidagdo formando

adrenocromo (23). Estando de acordo com GERGELY et al ['*!
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Esquema 5 - Oxidacao da Adrenalina de acordo com Graham, G. D,1978. 4, noradrenalina;

5, adrenalina; 21, adrenalina o-quinona; 22, leucoadrenocromo; 23,
adrenocromo; 24, dihidroxyindol (e derivados); 25, indol quinona (e
derivados). “'n” refere-se as probabilidades de polimerizagdo e das espécies
de quinonas formarem melanina.

7.1.2. Reagao de oxidacao de adrenalina em meio de nitrato de cobre(ll)

Estudos espectroscopicos mostraram que a oxidacdo de uma

solucao de adrenalina em meio de ions cobre em pHs 7,4; 7,0; 6,5 e 6,0, resultaram

[14] [14]
em adrenocromo . Resultados de ROBERTS et al mostraram que em pH

fisiologico e pH acido, os ions cobre em solugdo podem acelerar a oxidagdo de

adrenalina (5) a adrenocromo (23).

As figuras 19 A e 19 B abaixo apresentam os espectros UV-Vis da

solucdo de adrenalina em meio de nitrato de cobre(ll), medidas de pH e Eh.
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Figura 19 - (A)Espectro UV-Vis da solu¢cdo aquosa de adrenalina (0,10 g) e de nitrato de
cobre(ll) (0,04 g), (B) grafico de pH e Eh em funcio do tempo de reacao.

A reacao de adrenalina com nitrato de cobre(ll) € bem conhecida na
literatura, na qual ions cobre em solugcdo promovem a oxidagao parcial da
adrenalina, complexando-se na faixa de pH 5-9!'*'®' Resultados semelhantes
foram obtidos em nosso trabalho. No inicio de reagdo o pH da solucéo foi de 6,45 e
Eh 111 mV, a cor da solucdo era rosa com banda de absor¢do em 280 nm. Com
duas horas de reagao, a coloragdo da solugdo passou a laranja com bandas de
absorgcao em 289 e 493 nm (pH 5,72 e Eh 165,2 mV) indicando a formagdo de um
complexo com cobre ou algum composto com grupos cromoforos (Figura 19 A).
Com 21 horas de reacdo (pH 4,07 e Eh 227,6 mV) o espectro de absorgao
apresentou apenas banda em 280 nm, (Figura 19 d), desaparecendo a banda em
493 nm atribuida a um complexo cobre-ligante, ou composto com grupo cromoforo.
A solucao apresentou cor avermelhada escura. O espectro de absorgcdo apresentou
absorc¢ao intensa e continua na diregao do UV, (Figura 19 d), indicando um processo

de formagao de melanina.



72

7.1.3 Reacgao de Oxidagao de Adrenalina, Nitrato de Cobre(ll) em Presencga de
Tiossulfato de Sodio

Foi BARRETO et all'»' e GRAHAM!

catecolaminas em meio redutor ou oxidante respectivamente, apresentaram

verificado por que
intermediarios diferentes.

As figuras 20 A e 20 B abaixo apresentam o espectro UV-Vis da

solucdo de adrenalina, nitrato de cobre(ll) em presencga de tiossulfato de sodio e
medidas de pH e Eh.
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Figura20- (A) Espectro UV-Vis da solucdo aquosa de adrenalina (0,10 g), nitrato de

cobre(l1)(0,04 g) em presenca de tiossulfato de sodio (0,30 g) a) 280nm, b)
283nm, c) 297nm, d) 300 e 340nm e €) 285 e 342 nm, (B) grafico de pH e Eh
em funcao do tempo de reacao.

O espectro UV-vis da solugdo com adrenalina e nitrato de cobre(ll)
em presenca de tiossulfato, pH e Eh, apresentou comportamento misto ao da reagao
de adrenalina em meio de tiossulfato e reacdo de adrenalina em meio de nitrato de
cobre. No inicio de reacdo, 0 a 20 horas, o comportamento da solucdo foi
semelhante aquele descrito da solucdo da adrenalina em meio de nitrato de
cobre(ll), apresentando pH em torno de 8, Eh -63,6 mV e bandas de absor¢cdo em
297 e 487 nm, e cor de solugao laranja. Podemos atribuir a esta fase, a possivel

formagao de complexo, visto que a reagao se iniciou no segundo quadrante (Figura
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21). O segundo quadrante ou campo redutor basico foi onde houve a formagao dos
complexos de Cu-L-dopa e Cu-dopamina.

A partir de 125 horas de reagdo, observou-se bandas em 286 e 342
nm, a reagao se deslocou para o primeiro quadrante (Figura 21), ou seja, a reagao
terminou no campo redutor acido com a banda em 342 nm, a mesma encontrada
para a solugdo de adrenalina em meio de tiossulfato. Portanto, temos a adrenalina
parcialmente oxidada, com os ions cobre livre em solugdo contribuindo para a
oxidacdo. O pH 4,43, muito acido contribuiu para a ndo formagao de um complexo
estavel com o cobre. A coloragdo vermelho escuro da solugdo e Eh 229,8 mV,
indicou oxidagao total da catecolamina com formacdo de melanina como produto

final de reacao.
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Figura 21 - Diagrama de pourbaix da solugdo Adrenalina, nitrato de cobre(ll) em presenca
de tiossulfato de sédio a) fase inicial na regido redutora basica e b) fase final na
regido redutora acida.

7.2 REACAO DE OXIDACAO DE NORADRENALINA

Il
Estudos anteriores tem mostrado que ions de Cu em presencga de

oxigénio promove a oxidacdo nado enzimatica de noradrenalina (4) para

noradrenocromo (20). Esta conversdo depende da formacdo do complexo de ions

1l
Cu com catecolaminas, que sao “"autoxidaveis”. Enzimaticamente as catecolaminas
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podem ser oxidadas as suas correspondentes formas inddlicas pelas enzimas que

~[11,16,18,19]
contenham cobre como ceruloplasmina

7.2.1 Reacao de Oxidacdo de Noradrenalina em Meio de Tiossulfato de Sédio e

Reacao de Oxidacao de Noradrenalina em Presenca de Nitrato de Cobre (ll).

As figuras 22 A, 22 B, 23 A e 23 B abaixo apresentam o espectro
UV-Vis da solucao de noradrenalina em meio de tiossulfato e noradrenalina em meio

nitrato de cobre(ll), e medidas de pH e Eh.
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Figura 22 - (A) Espectro UV-Vis durante todo tempo de reac¢do, da solugdo aquosa de
noradrenalina (0,05 g) em presenca de tiossulfato de sédio (0,08 g), (B) grafico
de pH e Eh em fun¢ao do tempo de reagao.
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Figura 23 - (A) Espectro UV-Vis durante todo tempo de reacéo, da solucéo de
noradrenalina (0,05 g) em meio de nitrato de cobre(ll) (0,01 g), (B) grafico de
pH e Eh em fung¢ao do tempo de reacéao.

Para a solucdo de noradrenalina e tiossulfato, as medidas
eletroquimicas foram constante durante todo tempo de reagdao com pH 3,9 e Eh 139
mV, apresentando banda de absor¢do em 280 nm. A solugdo de noradrenalina e
nitrato de cobre(ll) apresentou banda de absorgado em 280 nm, pH 4,4 e Eh 256 mV,
e coloracdo amarela, indicando a formagao de noradrenocromo (20), devido aos

ions de cobre(ll) atuarem como agentes oxidantes de reagao.
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Esquema 6 - Oxidagado da Noradrenalina de acordo com Graham, G. D,1978. 3, dopamina;
4, noradrenalina; 18, noradrenalina oquinona; 19, leuconoradrenocromo; 20,
noradrenocromo; 24, dihidroxyindol ( e derivados); 25, indol quinona ( e
derivados). “'n” refere-se as probabilidades de polimerizagdo e das espécies
de quinonas formarem melanina.
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7.2.2 Reagao de Oxidagao de Noradrenalina, Nitrato de Cobre(ll) em Presenca de

Tiossulfato de Sodio

As figuras 24 A e 24 B abaixo apresentam o espectro UV-Vis da
solugéo de noradrenalina e nitrato de cobre(ll) em presencga de tiossulfato e medidas
de pH e Eh.
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Figura24 - (A) Espectro UV-Vis final, da solugdo de noradrenalina (0,05 g), nitrato de
cobre(ll) (0,01 g) em presenca de tiossulfato de sodio (0,08 g), e grafico de
pH, (B) Eh em fungao do tempo de reacgao.

A solugcédo de noradrenalina e nitrato de cobre(ll) em presenca de
tiossulfato, mostrou-se diferente das solu¢des anteriormente estudadas. A solugéo
iniciou-se sem coloracdo, com banda de absor¢ao em 280 nm, pH 3,78 e Eh 199
mV. Apds 20 horas de reagao a cor tornou-se verde, com pH 6,35 e Eh de 99,7 mV.
Estas condicbes foram favoraveis a complexacdo, sendo que a coloragao verde
igualmente vista para as solugdes de oxidagao de L-dopa e dopamina, indicavam
parcial oxidagdo da noradrenalina para noradrenoquinona (18) ou
noradrenosemiquinona®” No entanto, ndo houve a formagao de complexo porque a
solucao se estabilizou no campo redutor acido com pH 4, sendo este pH muito acido

impedindo a formacdo do complexo. No final da reacdo a solugcdo mudou a cor para
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amarelo escuro atribuida a formagao de noradrenocromo (20). O meio oxidante de
Eh 255,3 mV, contribuiu para a total oxidacdo da catecolamina junto com os ions
cobre(ll) livres em solugédo causando a formagao de melanina como produto final de

reacao.
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Figura25- Diagrama de Pourbaix da solugdo noradrenalina, nitrato de cobre(ll) em
presenca de tiossulfato de sédio, a) fase inicial e final, na regido redutora
acida.
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8 CONCLUSOES

Este trabalho estudou a oxidacdo e posterior complexacdo de
adrenalina e noradrenalina com nitrato de cobre(ll) e tiossulfato de sddio. Descobriu-
se que para a solucao de noradrenalina, o tiossulfato nao teve influencia decisiva na
oxidacao total da noradrenalina devido ao pH acido praticamente nao variar durante
a reacdo. Para a solugdo de adrenalina a coloragdo laranja, indicou oxidagao e
formacado de adrenocromo e a complexacdo com cobre ocorrendo em pH maiores
que 5. Com o passar do tempo de reagdo, como nao ha tampdes que possam
assegurar um pH favoravel ao complexo, o pH cai a 4 e o Eh torna-se oxidante,
desfavorecimento a formagao do complexo Cu-adrenalina, e assim continuando o

processo de oxidacdo das catecolaminas.
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10 RESULTADOS E DISCUSSOES - PARTE 2

10.1 CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA; UV-VIS, RAMAN E IV DOS COMPLEXOS DE

CATECOLAMINAS (DOPAMINA, L-DoOPA, ADRENALINA E NORADRENALINA) cOM COBRE(11)
OBTIDO EM MEIO DE TIOSSULFATO DE SODIO

10.1.1 Espectro de Absorcao UV-Vis

Foram obtidos os espectros UV-VIs do complexo de dopamina e L-
dopa em solugao aquosa que apresentaram bandas em 308, 350 (ombro) e 605 nm

para Cu(ll)-L-dopasemiquinona e 305, 350 (ombro) e 595 nm para Cu(ll)-
dopasemiquinona (Figura 26A e 26B).
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Figura 26 - Espectros UV-Vis das solugbes aquosas de: (A) [Cu(ll)(dopasemiquinona)3]1-,
(B) [Cu(ll)(Ldopasemiquinona) 3]1-. A (C) adrenalina e (D) noradrenalina
oxidadas na presenga de Cu(ll) sem formar complexos estaveis.
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As reacgdes entre Cu(ll) com adrenalina e noradrenalina (Figura 26C
e 26D), nas mesmas condicbes experimentais de dopamina e L-dopa, néao
produziram complexos de transferéncia de carga com absorg¢ao na regido do visivel.
Contudo, na regido do ultravioleta a adrenalina e noradrenalina apresentaram
modificacdes no espectro e na coloragao, indicando que ocorreu oxidacado durante o
processo (Figura 26C e 26D).

A banda de absorgdo em 308 nm é referente a transig&o intraligante
T — T * derivada da banda em 280 nm da dopamina do tipo La-Lb ®* sendo
caracteristica de semiquinonal’® A banda em 350 nm pode ser atribuida a uma
transigcéo intraligante. A intensa banda observada na regidao do visivel € similar a
encontrada no complexo do tipo [M(L™")3]", onde M = Ni(ll), Co(ll) ou Zn(ll) com
bandas em 593, 603 e 585 nm, respectivamente, atribuidas a transi¢gdes intraligantes
T (ou n, 7)Y, correspondendo & transferéncia de um elétron do orbital _-

ligante, ou n&o-ligante, para um orbital de alta energia anti-ligante.

10.1.2 Espectros Vibracionais (Raman Ressonante e infravermelho)

O espectro Raman dos complexos em solugéo [Cu(II)(L1—)3]1', no
qual L' é dopasemiquinona, sdo mostrados nas Figura 27A e 27B .Os Complexos
no estado sdlido sdo mostrados nas Figura 28A e 28B, excitados a 514.5 nm, 647.1

nm e 632.8 nm.
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Figura 27 - Espectro Raman de [Cu(ll)(dopasemiquinona)3]1- em solugao aquosa usando

Figura 28 -

excitacdo em: (A) 514.5 nm (laser verde); (B) 647.1 nm (laser vermelho).
Resolucéo de 4 cm-1 e poténcia laser de 250 mW.
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Espectro Raman de [Cu(ll)(dopasemiquinona)s]’- no estado sélido usando
excitagdo em: (A) 514.5 nm (laser verde); (B) 632,8 nm (laser vermelho).
Resolucdo de 5 cm’' e poténcia laser de 30 mW. CTA= cation
hexadeciltrimetilamonio.
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O espectro Raman dos complexos em solucéo [Cu(l1)(L™)s]", no qual

L' é L-dopasemiquinona, s3o mostrados nas Figura 29A e 29B. Os complexos no

estado solido sdo mostrados nas Figura 30A e 30B, excitados em 514.5 nm e 647.1

nm, 632.8 nm.
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Figura 29 - Espectro Raman de [Cu(ll)(L-dopasemiquinona)3]1- em solu¢do aquosa
usando excitagdo em: (A) 514.5 nm (laser verde); (B) 647.1 nm (laser

vermelho). Resolugéo de 4 cm-1 e poténcia laser de 250 mW.
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Figura 30 - Espectro Raman de [Cu(ll)(L-dopasemiquinona)3]1- no estado sélido usando
excitagdo em: (A) 514.5 nm (laser verde); (B) 632.8 nm (laser vermelho).
Resolugéo de 4 cm-1 e poténcia laser de 250 mW. CTA= cation
hexadeciltrimetilamonio.

Os dioxolenos apresentam trés possiveis estados de oxidacao;

quinona (L), semiquinona (L") ou catecolato (L*), esquema 7.

R e
7N\ € 7N €
\ I N\ / -
LAY -& '."H.._ -E-
0 o Vo

Esquema 7 - Dioxolenos em suas formas redox: Da direita para esquerda, Catecolato (L%),
semiquinona (L") e quinona (L)"®

Para a caracterizagdo dos ligantes dioxolenos ligados ao cobre nos
complexos estudados a espectroscopia Raman ressonante foi muito importante, pois
€ uma técnica muito sensivel as variacbes da distribuicdo eletrébnica da molécula.
Uma atribuigao por tentativa das frequiéncias vibracionais do complexo foi realizada
apoiada em calculos de frequéncia usando o modelo PM3 do programa Spartan
06!"%, Tabela 1.
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Tabela 4 - Frequéncias observadas (em numero de onda) e tentativas de
atribuicdes para os complexos de cobre com dopamina e L-dopa
oxidados em solugao aquosa, solucao de cloroférmio e estado sdlido.

[Culdopasemiquinonaj3]1- [CufL-dopasemiguinona)3)i-
Raman em solugio Solido Raman em solugio Solido
Atribuigdes Aquoso  Cloroformio  Raman® |y Aquoso Cloroformio  Raman® IV Caleuladot

vCC 1675w 13965 - - 1680 m 1599 s 1661 m,sh e 1680
wCCIirqg 1590 m ——— 15M s e 1l60m - 132025 - 1654
vCC — — — — 1516 vw 1573 sh 127ms - 1545
W CrvC0 1383 vs 13805 13 vs —— 1384 vs 13805 1377vs - 1400
GCH+wCO 1255w —— - 1255 sh 1252w - 1247w 1257 sh -
wWC+vC0 — - - 11315 — 1216w = B3vs ——
WOC+wCO — L15w — 112 vs —_— — s -
6CH — — — 1115 sh — e —— 1116 sh,s 1118
aCH 1027 m W 1024 m 1I31s 1031w 1020w 1021 m 11315 114
§CH 1016 m - — —— 1016 m - -— - -
6CH 991 m —— — - 007 w, s -——- — - -
VCC+eCO 930m Miw e 0960 5 048 m 04w 0w 060 m 076
aCH 913m — - 907 s 915 m - 804 w by M9 m o2
WO — — — 631 m — — —— t31sh —
vM-O e —— st 6lfm
"I"L':g — ——— ———e-- Hivs STw - 503w 03Im 580
vV, — - e M m 548 vw s ——— dm 538

— - — S8 m — - — 519m -

490 vw S 4w 48 vwsh - 407w S S
wCuring 3I®m - Mw ¥EEm I w - 387

Calculado usando modelo PM3. Espectro Raman obtido usando laser et 632,58 o para os solidos e
647,1 nm para as solugies, Intensidades das Bandas: s =Forte, vs = Muito forte, w =Fraca, yw = Muito
fraca , br=Larga, sh= Ombro, m= Médio. Nio atribuimos as frequéncias de CTAR do infravermelho.

A banda de maior intensidade para o complexo de cobre foi
encontrada proximo de 1380 cm™ para a freqiiéncia de excitacéo de laser vermelho
(A=647,1 nm A = 632,8 nm ). Esta banda pode ser atribuida ao estiramento ,C1C, +
.CO que é caracteristica do ligante semiquinona (L") enquanto que o ligante
dopacatecolato (L*) tem um banda similar intensa em ca 1480 cm-' %% 2

Algumas bandas intensas no espectro Raman foram obtidos com
excitagcao em 647.1 nm e em 514,5 nm, essas frequéncias de radiacdo sido proximas
a frequéncia de absor¢ao no visivel dos complexos (ca. 600 nm). As bandas em 379
e 385 cm™ para Cu-dopasemiquinona e Cu-L dopasemiquinona, respectivamente ,
foram atribuidas ao estiramento simétrico de anel Cu-O;0°C"'C,. Foram observadas
outras bandas de média intensidade em 915 e 1016 cm-1 para a Cu-L-
dopasemiquinona e em 913, 991 e 1027 cm-' para a Cu-dopasemiquinona. Nossos
calculos mostraram que a regido de estiramento simétrico para o modo de
estiramento cobre-ligante se encontra em 976 cm™. Esta banda tem sido observada

com intensidade média para os complexos de Ni(ll), Co(ll) e Zn(ll) com tri-
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dopasemiquinona e atribuido como (CH) baseado em calculos usando o método
DFT-BP™,

O espectro Raman ressonante para os complexos solidos

dissolvidos em cloroférmio (Figura 31A e 31B) mostrou que a banda de maior

intensidade se encontra em ca. 1380 cm™ tanto para a Cu-dopasemiquinona quanto

para a Cu-L-dopasemiquinona.

Figura
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Espectro Raman da solucao de cloroférmio: (A)
[CTA][Cu(ll)(dopasemiquinona)3]1- e (B)
[CTA][Cu(Il)(Ldopasemiquinona) 3]1-, excitado com radiagdo de
632.8 nm. Os asteristicos indicam as bandas de cloroférmio.
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As bandas atribuidas ao estiramento simétrico Cu-010,-C1C, (Cu-
anel), apareceu no espectro Raman como uma banda fraca em 370 e 380 cm™ para
a Cu-dopasemiquinona e a Cu-L-dopasemiquinona, respectivamente.

O espectro Raman excitado em 514.5 nm mostrou que as bandas
atribuidas ao estiramento carbono-carbono v(CC) para o anel aromatico estdo em
1590 cm™' (Cu-dopasemiquinona) e 1592 cm™ (Cu-L-dopasemiquinona), sendo mais
intensas relativamente as bandas em 1383 cm™” e 1377cm™ respectivamente,
indicando um efeito Raman Ressonante.

O sdlido precipitado da solugao de cloroférmio mostrou as mesmas
freqUéncias daquelas observadas em solugao aquosa, Tabela 4.

As bandas do espectro de infravermelho do complexo foram
encobertas pelo espectro de CTA exceto abaixo de 690 cm™ e no intervalo de 900 a
1350cm™’. Duas bandas intensas e largas na regido do infravermelho ocorreram para
Cu-dopasemiquinona em 1232 e 1212 cm” (Figura 32A) e para Cu-L-
dopasemiquinona em 1233 e 1214 cm™ (Figura 32B) atribuidas & contribuicdes dos
modos vibracionais v(CC) + v(CO). No espectro Raman somente uma banda de

absorc&o foi observada em 1256 cm™.
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Figura 32 - Espectro no infravermelho: em vermelho, CTAB, brometo de

hexadeciltrimetilamonio; (A) em azul CTA][Cu(ll)(dopasemiquinona)s]"; (B)
em azul [CTAJ[Cu(ll)(Ldopasemiquinona)s]". Pastilha de KBr (1:100),
resolucdo de 4 cm’' e acumulagdo de 80 espectros. CTA= cation
hexadeciltrimetilamonio.

10.1.3 Caracterizacao por EPR

Os espectros de EPR (Figura 33A e 33B) dos complexos de
[CTA][Cu(L")s] em meio de cloroférmio mostram a presenca de ions Cu(ll) de acordo
com V.Ramesh et al® e Musie G. T. et al®® com g = 2.0897 (A) e g = 2.0923 (B),
para L' = dopasemiquinona e L' = L-dopasemiquinona respectivamente, indicando

presenca do ions cobre na forma Cu'""
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Figura 33 - Espectro de EPR adquirido em temperatura ambiente: (A)
[CTA][Cu(ll)(dopasemiquinona)s]” em solugdo de cloroférmio; (B)
[CTA][Cu(ll)(L-dopasemiquinona)s]™ em solugdo de cloroférmio. Os
asteristicos indicam o Mn(ll) como referéncia de campo.

Solugdes 100 vezes mais diluidas dos complexos [CTA][Cu(L™")s] em
meio de cloroférmio e tolueno foram preparadae e obteve-se os espectros de EPR.
As solugdes mostraram absorg¢des atribuidas aos radicais organicos com g = 1,9980
(Figura 34A) e g = 2.0115 (Figura 34B), para L' = dopasemiquinona e L' = L-
dopasemiquinona, respectivamente. Os sinais marcados com cruz sdo as 4 linhas
no espectro sao caracteristicos de Cu(ll), com nove elétrons na camada de valéncia
3d°, tendo um elétron desemparelhado e spin nuclear | = 3/2, caracterizando a
geometria molecular do complexo como um octaedro distorcido estando de acordo
com V.Ramesh et al®™ e Musie G. T. et al®® O marcador Mn(ll) foi usado como
referéncia de campo. Esses valores de g confirmaram a natureza do ligante como
um radical orgéanico e também a presenca de cobre na forma do cation Cu(ll). As
formas oxidadas de cobreadrenalina e cobre-noradrenalina ndo apresentaram sinais
de EPR.
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Espectro de EPR adquirido em temperatura ambiente: (A)
[CTA][Cu(ll)(dopasemiquinona)3]1- em solugdo de tolueno; (B)
[CTA][Cu(ll)(L-dopasemiquinona)3]1- em solugdo de cloroférmio. Os
asteristicos indicam o Mn(ll) como referéncia de campo e (+) indica a
presenga de Cu(ll) em solugéo.
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11 CONCLUSOES

Foi mostrado que Cu(ll) se complexou em solugdo aquosa com
ligantes do tipo semiquinona, derivado da oxidagao da dopamina Figura 35 e L-

dopa.

Figura 35 - Trés dopaminas complexadas na forma de semiquinona.

O complexo apresentou uma intensa coloragao (verde escuro para
[CTA][Cu(ll)(dopasemiquinona)s]" e azul escuro para
CTA][Cu(ll)(Ldopasemiquinona)s]”™ com intensa absorcdo na regido do visivel
atribuida a uma transigao intraligante. A espectroscopia Raman ressonante mostrou
que os ligantes sdo semiquinonas devido as bandas caracteristicas em ca 1380 cm’”
. Os ligantes mantiveram-se como radicais livres também no estado sélido, mesmo
apds dissolucdo em solventes organicos, sugerindo uma grande e incomum
estabilidade para estes radicais. Foi mostrado que a dopamina e Ldopa podem
formar complexos soluveis e estaveis em solugdo aquosa de pH neutro, ajudando a
entender como complexos do tipo Cu(ll)-dopamina podem atravessar a membrana
celular e participar dos mecanismos da origem da Doenga de Wilson. Observou-se
também a especificidade da complexagao de Cu(ll) com a dopamina e com a L-dopa

€ nao com a noradrenalina e adrenalina.
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APENDICE A
(EPR)
Calculo de “'q" do radical para o complexo de L-Dopa
L-I:H:H::n-f'i_“.-H'L“.-Ii
CC- 3420 + - 250
200 - - Mod = 20
rc.l'rl.Jl:=- Radical g=2,0115 A= 220
" R= 0,03
=001 2mWw
1 9 58GHz
T 100 - 1 min
i ool A A
-100 4
-200
-200
2100 SEIIZICI EIS:DIZI BdfCICI C—IS:DCI C—IEIDD S?Il:ll:l

Campo Magnético {(Gauss)

hu=gpH ,H=3419,19x10° Gauss (origin)

U é a fregliéncia da microonda, ( 9,58x 10° GHz )

h é a constante de Planck, (6,626070154x10'® unidade)
B é o magnéton de Bohr, (9,2740110x10°%' erg/G )

g é o fator espectroscépico
H é o campo magnético (Gauss)

g = hUJ'IIBH
g=2,1071

g do yno. (1,981) = Para ver se o campo néo esta deslocado.

H=hu/Bg
H wnz. = 3455,17x10° Gauss

22 Pegar Valor de Campo
d 314=AH = 86,96 (valor Fixo )

d 134 = 87,27 - 86,96
d ragra= 184,49 - K
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K = 183,83

Hynz, = 3455,17 — 183,83

Hynz. = 3471,34x10° ( valor de campo corrigido)
g= hu/pBH

g = (714,47728x10° x 9,58x10°) / 3471,34x10°

g do Cu®* =2,0923
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APENDICE B
(CHN e AA)

Calculo de C HN e AA do complexo de L-Dopa

L-Dopa = [57,46%C e 57,61%C] , [9,47%H e 9,38%H], [4,55%N e 4,61%N] da CENTRAL
ANALITICA

 Contas feitas apartir da férmula : CTA™*[Cu®* Ly™"]

Cu(SQ)s [Cu(Cs He O4 N )a] = MM= 648,81 g/mol
CTA = C1g H42 N = MM= 234,1 9 gfmul

CTA + Cu(SQ)z = 933 g/mol
1. Valores proximos foram somando: a) 1 H,O < 18 g/mol

%G = ( 19C + 27C ) = [46 Cx12,01] = 552,46 / 951 = 58,09% Carbono
% H=(42H + 27H + 2H) = 71 H/ 951 = 7,46% Hidrogénio
%N = ( 1N + 3N) = [4N x 14]= 56 / 951 = 5,89% Nitrogénio

Teorico—> %Cu 63,54/ 951 = 6,68%Cobre
Pratica = a) 5,07 %
b) 5,98% , meédia foi de = 5,52% de Cu

2. Valores préximos foram somando: b) 2 H,0

%C =(19C + 27C ) = [46 Cx12,01]/ 969 = 57,01%Carbono
% H=(42H + 27H + 4H ) =73 H/ 969 = 7,53%Hidrogénio
%N = ( TN + 3N) = [4N x 14]/ 969 = 5,78%Nitrogénio

Teodrico—> %Cu 63,54 / 969 = 6,55%Cobre
Pratica = a) 5,07 %
b) 5,98% , meédia foi de = 5,52% de Cu



